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© Polyamid-Otigonucleotid-Derivate, deren Hersteliung und Verwendung. 

© Es werden Polyamid-Oligonucleotid-Derivate der Formet 
F[(DNA-Li) q (PNA-Li) r (DNA-Li) s (PNA) t ] x F f 

beschrieben, worin q, r, s, t unabhangig voneinander Null Oder 1 bedeuten, wobei die Summe zweier oder 
mehrerer benachbarter q, r, s und t £ 2 sind; x 1 bis 20 ist; DNA fur eine Nucleinsaure wie DNA oder RNA oder 
ein bekanntes Derivat derselben steht; Li eine kovalente Verknupfung zwischen DNA und PNA ist, wobei die 
kovalente Verknupfung eine Bindung oder einen organischen Rest mit mindestens einem Atom aus der Reihe C, 
N, O oder S beinhaltet; PNA eine Polyamidstruktur bedeutet, welche mindestens eine Nucleobase enthait, die 
von Thymin verschieden ist; und F und P Endgruppen sind und/oder uber eine kovalente Bindung miteinander 
verbunden sind, sowie deren physiologisch vertragliche Salze, Verfahren zu ihrer Hersteliung sowie deren 
Anwendung als Arzneimittel, ais Gensonde und als Primer. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft neue Polyamid-Oligonucleotid-Derivate rnit wertvollen physikalischen, 
biologischen und pharmakologischen Eigenschaften. 

Ihre Anwendung bezieht sich auf die Verwendung als Inhibitoren der Genexpression (Antisense Oligonucleo- 
tide, Ribozyme, Sense Oligonucleotide und Triplex Forming Oligonucleotide), als Sonden zum Nachweis 

5 von Nucleinsauren und als Hilfsmittel in der Molekularbiologie. 

Oligonucleotide finden in wachsendem MaQe Anwendung als Inhibitoren der Genexpression (G. Zon, 
Pharmaceutical Research 5. 539 (1988); J. S. Cohen, Topics in Molecular and Structural Biology 12 (1989) 
Macmillan Press; C. Helene and J. J. Toulme, Biochimica et Biophysica Acta 1049, 99 (1990); E. Uhimann 
and A. Peyman, Chemical Reviews 90, 543 (1990)). Antisense Oligonucleotide sind Nucleinsaure-Fragmen- 

10 te, deren Basensequenz komplementar ist zu einer zu inhibierenden mRNA. Diese Target-mRNA kann 
zellularen, viralen oder sonstigen pathogenen Ursprungs sein. Als zellulare Target-Sequenzen kommen 
beispielsweise die von Rezeptoren, Zelladhasionsproteinen, Enzymen, immunmodulatoren, Cytokinen, 
Wachstumsfaktoren, lonenkanalen oder Onkogenen in Frage. Die Inhibition der Virus Vermehrung mit Hilfe 
von Antisense Oligonucleotiden wurde beispieisweise fur HBV (Hepatitis B Virus), HSV-1 und -2 (Herpes 

76 Simplex Virus Typ I und II), HIV (Human Immunodeficiency Virus) und Influenza-Viren beschrieben. Dabei 
setzt man Oligonucleotide ein, die zur viralen Nucleinsaure komplementar sind. Sense Oligonucleotide sind 
dagegen in ihrer Sequenz so konzipiert, da/3 sie beispielsweise Nucteinsaure-bindende Proteine oder 
Nucleinsaure-prozessierende Enzyme binden ("einfangen") und so deren biologische Aktivitat inhibieren (C. 
Helene and J. J. Toutme, Biochimica et Biophysica Acta 1049, 99 (1990)). Als virale Targets sind hier 

20 beispielsweise die Reverse Transkriptase. DNA-Polymerase und Transaktivator-Proteine zu nennen. Triplex 
Forming Oligonucleotide haben im allgemeinen die DNA als Target und bilden nach Bindung an diese eine 
tripelhelicale Struktur aus. 

Wahrend mit Hilfe der Antisense Oligonucleotide im allgemeinen die Prozessierung (Splicing etc.) der 
mRNA oder deren Translation in das Protein gehemmt wird, hemmen Triplex Forming Oligonucleotide die 

25 Transcription oder Replikation der DNA (C. Helene und J.J. Toulme; Biochim. Biophys. Acta 1049 (1990) 
99-125; E. Uhimann and A. Peyman, Chemical Reviews 90. 543 (1990)). Es ist aber auch moglich, 
einzelstrangige Nucleinsauren in einer ersten Hybridisierung mit einem Antisense Oligonucleotid unter 
Ausbildung eines Doppelstranges zu binden, der dann in einer zweiten Hybridisierung mit einem Triplex 
Forming Oligonucleotid eine Triplex-Struktur ausbildet. Die Antisense und Triplex Bindungsregionen konnen 

30 dabei entweder in zwei separaten Oligonucleotiden oder aber in einem Oligonucleotid beherbergt sein. Eine 
weitere Anwendung synthetischer Oligonucleotide sind die sogenannten Ribozyme, welche die Target-RNA 
infolge ihrer Ribonuclease- Aktivitat zerstoren (J.J. Rossi and N. Sarver, TIBTECH (1990) 8, 179; Castanetto 
et al. t Critical Rev. Eukar. Gene Expr. (1992) 2, 331). 

Die erfindungsgemafien Verbindungen konnen auch im Sinne von Aptameren in der Therapie eingesetzt 
35 werden. Aptamere sind oligomere Nucleinsauren oder deren Analoga, wefche mit hoher Affinitat an Proteine 
binden. Das Auffinden der Aptameren erfolgt durch in vitro Selektion aus einem Zufallsgemisch (Farnulok 
und Szostak (1992) Angew. Chem. 104, 1001-1011) und wurde fur ein Thrombin-bindendes Aptamer 
erfolgreich durchgefuhrt (Bock et al. (1992) Nature 355, 564-566). Man kann dabei so verfahren, dafi die 
Basenfolge des Aptamers durch Screening eines Oligonucleotid-Gemisches bestimmt wird und diese 
40 Basensequenz dann auf Polyamid-Oligonucleotid-Analoga ubertragen wird. 

Eine andere Moglichkeit besteht darin, dafi die bindende Region des Aptamers zur Erleichterung der 
Identifikation durch einen separaten nichtbindenden Teil des Molekuls codiert wird (Brenner und Lerner 
(1992) PNAS 89, 5381-5383). 

In der DNA-Diagnostik werden Nucleinsaure-Fragmente mit geeigneter Markierung als sogennante 
45 DNA-Sonden oder DNA-Probes fur die spezifische Hybridisierung an eine nachzuweisende Nucleinsaure 
eingesetzt. Die spezifische Ausbildung des neuen Doppelstranges wird dabei mit Hilfe der Markierung, die 
vorzugsweise nicht radioaktiv ist. verfolgt. Auf diese Weise lassen sich genetische, maiigne, virale oder 
durch andere pathogene verursachte Krankheiten nachweisen. 

Fur die meisten genannten Anwendungen sind Oligonucleotide in ihrer naturlich vorkommenden Form 
so wenig oder vollig ungeeignet. Sie mussen chemisch so modifiziert werden, dafi sie den speziellen 
Anforderungen gerecht werden. 

Damit Oligonucleotide in biologischen Systemen, beispielsweise zur Inhibition der Virus-Vermehrung einge- 
setzt werden konnen, mOssen sie folgende Voraussetzungen erfUllen: 

1. Sie mussen unter in vivo Bedingungen, also sowohl im Serum als auch intracellular, eine ausreichend 
55 grofie Stabilitat aufweisen. 

2. Sie mussen so beschaffen sein, das sie die Zell- und Nucleus-Membran passieren konnen. 

3. Sie mussen unt r physiblogischen Bedingungen in Basen-spezifischer Weise an ihre Target-Nuclein- 
saure binden, urn den inhibitorischen Effekt zu entfalten. 
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Fur DNA-Sonden sind die Punkte 1 bis 3 keine Voraussetzung; jedoch mOssen diese Oligonucleotide 
so derivatisiert sein, daB ein Nachwets, beispielsweise mittels Fluoreszenz, Chemilumineszenz, Kolorimetrie 
Oder spezifischer Farbung, moglich ist (Beck und Koster, Anal. Chem. 62, 2258 (1990)). 
Die chemische Veranderung der Oligonucleotide erfolgt meistens in der Weise, daB PhosphatrOckgrat, 

5 Ribose-Einheit oder die Nucleobasen entsprechend verandert werden (J. S. Cohen, Topics in Molecular and 
Structural Biology 12 (1989) Macmillan Press; E. Uhlmann and A. Peyman, Chemical Reviews 90, 543 
(1990)). Eine weitere haufig genutzte Methode ist die Herstellung von Oligonucleotid-S'-Konjugaten durch 
Umsetzung der S'-Hydroxy-Gruppe mit entsprechenden Phosphorylierungs-Reagenzien. Wenn dagegen alle 
Internucleotid-Phosphat-Reste verandert werden, verandern sich die Eigenschaften der Oligonucleotide oft 

70 drastisch. Beispielsweise ist die Loslichkeit von Methylphosphonaten in wassrigem Medium stark vermin- 
dert, wahrend AH-Phosphorothioat-Oligonucleotide oft sequenzunspezifisch wirken. 

Kurzlich wurden Poly am id-Nuclei nsaure-Derivate beschrieben (Michael Egholm, Peter E. Nielsen, Rolf 
H. Berg and Ole Buchardt, Science 1991, 254, 1497-1500; WO 92/20702; M. Egholm et al. Nature (1993) 
365, 566-568; P. Nielsen, (1994) Bioconjugate Chem. 5, 3-7), die mit hoherer Affinitat als naturlich 

75 Oligonucleotide an komplementare Zielsequenzen (DNA oder RNA) binden. Diese sogenannten Peptide 
bzw. Polyamide Nucleic Acids (PNA) sind DNA-analoge Verbindungen, in denen das Deoxyribose- 
Phosphat-Gerust durch ein Polyamid-Oligomer ersetzt wurde. Diese Verbindungen haben den Vorteil 
gegenuber den naturlichen Oligonucleotide^ daB sie im Serum sehr stabil sind. Sie haben aber anderer- 
seits folgende nachteilige Eigenschaften: 

20 (1) Sie werden nicht bzw. nur in nicht nachweisbarer Menge in Zellen aufgenommen. Da Antisense oder 
Triplex-Forming Oligonucleotide ihre Aktivitat aber nur in der Zelle entfalten konnen, sind die PNA's als 
solche ungeeignet zur Inhibition der Genexpression in vivo. 

(2) Die PNA's tendieren in wassriger Losung. also auch unter physiologischen Bedingungen zur 
Aggregation. Sie sind daher in wassrigem Puffer schlecht loslich und stehen nicht fur die Hybridisierung 

25 an komplementare Sequenzen zur Verfugung. 

(3) Die PNA's haben zudem eine hohe Affinitat zu verschiedenen Materialien wie ®Sephadex (Fa. 
Pharmacia) oder ®Bond Elut (Fa. Varian), die bei der Aufreinigung der Oligomeren Verwendung finden, 
so daB die PNA's oft nur in schlechten Ausbeuten zu isolieren sind. 

(4) Ein weiterer gravierender Nachteil der PNA's besteht darin, daB sie nicht in einer eindeutigen 
30 Orientierung an komplementare Nucieinsauren binden. 

Deshalb ist die Sequenzspezifitat gegenuber den naturlichen Oligonucleotiden reduziert. Wahrend 
naturliche Nucieinsauren an komplementare Nucieinsauren im atlgemeinen in antiparalleler Orientierung 
hybridisieren, konnen PNA's sowohl in antiparalleler als auch in paralleler Orientierung binden. 

(5) In WO 92/20702 ist ein Oligonucleotid-PNA-Konjugat (T) 7 (5'-L-N)(t)6-Ala erwahnt (Fig. 25; substitute 
35 sheet), wobei (T)7 ein naturliches Heptathymidylat Oligonucleotid bedeutet, das uber sein S'-O-Phosphat 

und 4-Hydroxybuttersaure (L) an die primare Aminofunktion (N) eines PNA-Hexathymidylats (t)7 und 
Alanin (Ala) gebunden ist. Es wurden weder Synthese dieser Verbindung noch irgendwelche Eigenschaf- 
ten beschrieben. 

(6) PNA's zeigen in Zellkulturexperimenten im umolaren Bereich stark cytotoxische Eigenschaften. 

40 Die Orientierung der basenpaarenden Nucleinsaurestrange ist wie folgt definiert: (vgl. Egholm et al.; 
Nature 365 (1993) 566-568). 
A) 
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20 F) 
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c 


PNA 


5* 


DNA (Pu) 

p- ap Triplex (DNA* DNA* PNA) 

N 


PNA 



wobei 

5' das 5 f -Ende eines Oligonucleotids, 
w 3* das 3*-Ende eines Oligonucleotids, 
N den Aminoterminus eines PNA's 
C den Carboxyterminus eines PNA's bedeuten. 

Die Falle A) - D) sind beispielhaft fur die prinzipiell moglichen Orientierungsarten der Antisense- 
Oligomeren.Die Falle E) - F) zeigen Mogiichkeiten der Triplexbildung an einzelstrangigen oder doppelstran- 
75 gigen Nucleinsauren. Dabei konnen zwei der PNA- bzw. DNA-Einzelstrange miteinander verknupft sein. 

Beispielsweise kann in E) der N-Terminus des PNA's mit dem S'-Ende der DNA Oder in F) der C-Terminus 
des PNA mit dem S'-Ende der DNA verknupft sein. 

Die Aufgabe der Erfindung bestand deshalb darin, Polyamid-Oligonucleotid-Derivateherzustellen, in 
denen oben genannten Nachteile eliminiert sind. 
20 Gegenstand der Erfindung sind Polyamid-Oligonucleotid-Derivate der Formel I, 


F[(DNA-Li) q (PNA-Li) r (DNA-Li) s (PNA) t LP (I) 


dadurch gekennzeichnet. da8 
25 q, r, s, t unabhangig voneinander Null Oder 1 bedeuten, wobei die Summe zweier oder mehrerer 
benachbarter q. r, s und t Z 2 ist; 
x 1 bis 20, bevorzugt 1 bis 5, besonders bevorzugt 1 ist; 

DNA fur eine Nucleinsaure wie DNA oder RNA oder ein bekanntes Derivat derselben steht; 

Li eine kovalente Verknupfung zwischen DNA und PNA ist, wobei die kovalente Verknupfung 

30 eine Bindung oder einen organischen Rest mit mindestens einem Atom aus der Reihe C, N, 

O oder S beinhaltet; 

PNA eine Polyamidstruktur bedeutet, welche mindestens eine Nucleobase enthalt, die von 

Thymin verschieden ist; und 
F und F f Endgruppen sind und/oder uber eine kovalente Bindung miteinander verbunden sind (cycli- 
35 sche Verbindungen), 

sowie deren physiologisch vertragliche Salze. 

Ferner seien besonders Polyamid-Oligonucleotid-Derivate der Formel I genannt, in denen x fur 1 steht 
und gleichzeitig 

q = r = 1 und s = t = Null Oder 
40 r = s = 1 und q = t = Null oder 
q = x ~ s = 1 und t = Null Oder 
r = s = t = 1 und q = Null sind. 
Bevorzugt sind Verbindungen der Formeln la und lb, 


45 
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55 worin 

x 1 bis 20 bedeulet, wobei fur x>1 r = s = 1 und gleicteeitig q = t = Null und 

o = n = Null bis 5 sind; 

9* r - s - 1 unabhangig voneinander Null Oder 1 bedeuten, wobei die Summe zweier oder 
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R 2 
B 


10 


Nu 


mehrerer benachbarter q, r, s und t£2 ist; 

Wasserstoff, Hydroxy, Ci -Cis-Alkoxy, bevorzugt Ci -Ce-Alkoxy, Halogen, wie F 
Oder CI, bevorzugt F, Azido Oder Amino bedeutet; 

unabhangig voneinander fur eine in der Nucleotidchernie ubliche Base, beispieis- 
weise fur naturliche Basen wie Adenin, Cytosin, Thymin, Guanin, Uracil, Inosin 
Oder unnaturliche Basen wie beisptelsweise Purin, 2.6-Diaminopurin, 7-Deazaade- 
nin, 7-Deazaguanin, N 4 N*-Ethanocytosin, N 6 N 6 -Ethano-2.6-diaminopurin, Ps u- 
doisocytosin, 5-Methylcytosin, 5-Fluoruracil, 5-(C3-C6)-Alkinyluracii, 5-{C3-C€>-AI- 
kinylcytosin oder deren Prodrugformen steht, 

und die "geschweifte WarTimer" andeutet, daB sich R 2 und der benachbarte 
Substituent in 2'- und 3'-Stellung oder auch umgekehrt in 3*- und 2'-Stellung 
befinden konnen; 

fur einen Rest der Formeln Ita oder lib steht 


75 


5 • 


20 


5 ' 


u 1 



25 


30 


w 


w 


( I lo) 


35 


(lib) 


40 


45 


50 
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R 2 und B 
U 


R3 
R 4 

R 3 und R* 


V 

W 

Y 

m 

o 

D 


worin 

wie oben definiert sind; 

Hydroxy, Mercapto, Ci -Ci B -Alkyl, bevorzugt Ci-Cs-Alkyl, Ci -Cis-Alkoxy, bevor- 
zugt Ci-Cs-Alkoxy, C6-C 2 o-Ary1, bevorzugt Ce-Ci2-Aryl, Ce-C^-Aryl-Ci -C 8 -alkyl, 
bevorzugt Ct-Aryl-Ci -C*-alkyl, NHR 3 oder NR 3 R 4 bedeutet und 
Ci-Cis-Alkyl oder Ci -C4-Alkoxy-Ci-C4-alkyl ist, vorzugsweise Ci-Cs-Alkyl oder 
d-CA-Alkoxy-Ci-CA-alkyl, besonders bevorzugt Ci-C4-Alkyl oder Methoxyethyl 
und 

Ci-Cis-Alkyl, vorzugsweise Ci-Cs-Alkyl und besonders bevorzugt Ci-C^AIkyl, ist 
oder 

zusammen mit dem sie tragenden Stickstoffatom einen 5-6-gliedrigen heterozykli- 

schen Ring bedeutet, der zusatzlich ein weiteres Heteroatom aus der Reihe O, S, 

N enthalten kann, wie beispielsweise Morpholin; 

Oxy, Sulfanidyl oder Imino bedeutet; 

Oxo oder Thioxo bedeutet; 

Oxy, Sulfanidyl, Methylen oder Imino bedeutet; 

= Null bis 20; 

= Null bis 20; 

einen Rest der Formel III bedeutet 
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C-0 

I ,1 

CH j-CHj-M — CH 2 — C — H ■ 

H 


(Ml) 


worin B wie oben definiert ist; 
einen Rest der Formet IV bedeutet 


CH 2 -CH 2 -N — H.C — C 
* 0 

o-c 


CH, 


(IV) 


worin B wie oben definiert ist; 
= Null bis 20; 
= Null bis 20; 

unabhangig voneinander jeweils eine Struktur der Formel V 
FHGHG')!' (V) 

ist, wobei unabhangig voneinander 
= 1 bis 5, bevorzugt 1 - 2 ist, 

Sauerstoff, NH, eine Bindung Oder einen Rest der Formel VI 


w 


(VI ) 


bedeuten, 

worin U, V, W und Y wie oben definiert sind; 

Ci-Ci 2 -AIkandiyi, bevorzugt Ci-C 6 -Alkandiyi, wobei Alkandiyl gegebenenfalls 
durch Halogen, bevorzugt F Oder Chlor, Amino, Hydroxy, Ci-Ci 8 -AIkyl, bevorzugt 
Ci-C 6 -Alkyl, Ci-Cis-Alkoxy, bevorzugt Ci -Cs-Alkoxy, C*-Ci4-Aryl, bevorzugt Cs- 
Aryl, oder C&-Ci4-Aryl-Ci -Ci8-Alkyl, bevorzugt Ce-Aryl-Ci -C4-Alkyl substttuiert 
sein kann; C 6 -Ci 4 -Aryl-di-Ci -Ci 2 -Alkandiyl, bevorzugt Ce-Aryl-di-Ci -C^ -Alkandiyl, 
Oder einer Gruppe der Formet (CH 2 CH 2 0) i CH2CH2, worin 5 gleich 1 bis 11, 
bevorzugt 1 bis 7 sein kann; oder fur eine Bindung stehen kann; und 
Oxy, Sulfanidyl, Imino, -C(O)-, -C(0)NH-, eine Bindung oder einen Rest der 
Formel VI bedeuten, worin U, V, W und Y wie oben definiert sind; und 
uber eine Bindung verknupft sind (cyclische Verbindungen) und/oder 
fur R° - (A) k - V - und 

in Formel la fur - (Q),- R 1 und in Formel lb fur V 1 - (A), - R* stehen, wobei 
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R° Wasserstoff, Ci -Cis-Alkanoyl, bevorzugt Ca-Cis-Alkanoyl, C-.-Cis-Alkoxycar- 
bonyl, C3-C8-Cycloatkanoyl, C7-Cis-Aroyl, C3-Ci3-Heteroaroyl Oder eine Gruppe 
bedeuten, die die intrazellulare Aufnahme des Oligomers begunstigt Oder als 
Markierung einer DNA-Sonde dient Oder bei der Hybridisierung des Oligomers an 
die target-Nucleinsaure diese unter Bindung, Quervernetzung oder Spaltung an- 
greift; Oder, 

falls k = Null ist, R° Wasserstoff ist oder zusammen mit V fur einen Rest der 
Formel VII 


Z ' 


W 


(VII) 


steht, worin 

Z und Z' unabhangig voneinander Hydroxy, Mercapto, Ci -C22-Alkoxy, bevorzugt 
Ci2-Ci8-Alkoxy, Ci -Cis-Alkyl, bevorzugt C12-C1 s-Alkyl, Ce-C2o-Aryl, bevorzugt 
C€-Ci 6 -Aryl, C 6 -Ci *-Aryl-Ci -Ci s-Alkyl, bevorzugt Cc-Aryl-Ci -CU-Alkyl, C1-C22-AI- 
kylthio, bevorzugt Ci2-Cis-Alkylthio. NHR 3 , NR 3 R 4 , oder eine Gruppe bedeuten, 
die die intrazellulare Aufnahme des Oligomers begunstigt Oder als Markierung 
einer DNA-Sonde dient Oder bei der Hybridisierung des Oligomers an die target- 
Nucleinsaure diese unter Bindung, Quervernetzung oder Spaltung angreift, und 
worin 

R 3 , R 4 , V und W . wie oben definiert sind; 
R 1 Wasserstoff Oder Q° 

wobei R 1 immer nur dann Wasserstoff ist, 

wenn gleichzeitig I = Null und 

in Formel la t = Null und s = 1 und Lh eine Struktur der Formel V mit V = 
Bindung, G = Bindung, « = 1 und G' = Oxy, Sulfanidyl, Imino oder einen Rest 
der Formel VI mit U = Z 

Oder 

in Formel lb q = 1 oder q = r = Null und in F* = V 1 - (A) f - R 1 mit V 1 = V 
bedeuten, 

A und Q unabhangig voneinander den Rest einer naturlichen oder unnaturlichen 
Aminosaure, bevorzugt aus der Reihe Glycin, Leucin, Histidin, Phenylalanin, 
Cystein, Lysin, Arginin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Prolin, Tetrahydroisochi- 
nolin-3-carbonsaure, Octahydroindol-2-carbonsaure, N-{2-Aminoethyl)glycin be- 
deuten; 

Q° Hydroxy, OR', NH 2 , NHR M bedeutet mit 

R' = Ci-Cis-Alkyl, bevorzugt Ci2-Cis-Atkyl und 

R" = Ci-Cis-Alkyl, bevorzugt Ci2-Ci 8 -Alkyl, Ci-Cis-Aminoalkyl, 

bevorzugt Ci2-Ci8-Aminoalkyl, Ci-Ci 8 -Hydroxyalkyl, bevorzugt Ci2-Cig-Hydroxy- 

alkyl; 

V wie oben definiert ist; 

V I eine Bindung oder V ist, wobei in F' nur in Formel lb mit q = Null und r = 1 V 1 
immer fur eine Bindung steht; 

k Null bis 10 ist; 

I Null bis 10 ist; 

mit der MaGgabe, daB 

a) falls in der Verbindung der Formel la t = Null und s = 1 sind, und Lh = (V) - (G) - (G*) mit V* = 
Verbindung der Form I VI, G = C2-C1 2-Alkylen und G' = CO st hen, bedeulet in F* = - (0) t - R 1 I = 
Null bis 10 und R 1 = Q°; 

b) falls in der Verbindung der Formel la s = t = Null ist. steht Li 2 fur eine Bindung; 

c) falls in der Verbindung der Formel lb t = Null und s = 1 sind, steht U3 fur eine Bindung; 
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d) falls in der Verbindung der Formel lb s = t = Null ist, steht Li* fOr eine Bindung; 
wobei jedes Nucleotid in seiner D- bzw. L-Konfiguration vorltegen kann und sich die Base in a- Oder 0~ 
Stellung befinden kann. 

Besonders bevorzugt sind Verbindungen der Formel la und lb, in denen sich die Base am Zucker in 0- 
5 Stellung befindet, 
x = 1 ist und 
q = r = 1 , s =t = Null Oder 
r = s = 1 , q = t = Null oder 
q = r = s = 1 , t = Null Oder 
w r = s = t = 1 , q = Null sind. 

Insbesondere bevorzugt sind Oligomere der Formeln la und lb, worin V, V, Y und W die Bedeutung 
von Thio, Oxy, Oxo oder Hydroxy haben; ganz besonders bevorzugt sind diese, falls zusatzlich R 2 gleich 
Wasserstoff ist. 

Insbesondere bevorzugt sind auch Oligomere der Formeln la und lb mit < = 1 , in denen 
75 Lii , Lu 

a) eine Verbindung der Formel V, in der V* = Sauerstoff oder eine Verbindung der Formel 
VI , G = Ci-Cic-Alkylen, G' = -CONH- 

b) eine Verbindung der Formel V, in der G, V eine Bindung und G' eine Verbindung der 
Formel VI ist mit bevorzugt U = V = W = Y = Sauerstoff oder U = W = Y = Sauerstoff und 

20 V = Imino 

Li 2 , U3 

a) eine Verbindung der Formel V mit V = Imino, G= Ci -Cio-Alkylen und G* = Verbindung 
der Formet VI 

b) eine Verbindung der Formel V mit V 1 = Imino, G und G' = Bindung 

25 c) eine Verbindung der Formel V mit V = Imino, G= Ci -Cio-Alkylen und G' = V mit 

bevorzugt U = V = W = Y = Sauerstoff. 
Ganz besonders bevorzugt sind Oligomere der Formeln la und lb, worin V\ V, Y und W die Bedeutung 
von Thio, Oxy, Oxo oder Hydroxy haben, R 2 gleich Wasserstoff ist, Lii die Bedeutung von -V*-[CH 2 ] n C<0)- 
NH- mit V* = Verbindung der Formel VI mit U = V = W = Y = Sauerstoff oder Li 2 die Bedeutung von -HN- 
30 [CH 2 ] n (G> haben, wobei n= 2 bis 5 und G' gleich der Formel VI mit U, V, W und Y = Sauerstoff ist. 

AuGerdem werden Oligomere der Formeln la und lb bevorzugt, worin V\ V, Y und W die Bedeutung von 
Thio, Oxy, Oxo oder Hydroxy haben, R 2 gleich Wasserstoff ist, Lii die Bedeutung von -0-[CH 2 ] n C(0)NH- 
oder Li 2 die Bedeutung von -HN-[CH 2 ] n (G> haben, wobei n= 2 bis 5 und G' gleich der Formel VI mit 
U.V.W und Y = Sauerstoff ist und q = Null und r = s = t = 1 sind. 
35 Bevorzugt sind aufierdem Oligomere der Formeln la und b, worin die geschweifte Klammer bedeutet, 
dafi sich R 2 in 3' Stellung (siehe Formel lib) befindet. Die bevorzugte Base ist hierbei Adenin. 

Die Erfindung ist nicht auf a- und bzw. L-Ribofuranoside, o- und £-D- bzw. L- Desoxyribofuranosi- 
de und entsprechende carbocyclische Funfringanaloga beschrankt, sondern gilt auch fur Oligonucleotidana- 
loga, die aus anderen Zucker-Bausteinen aufgebaut sind, beispielsweise ringerweiterte und ringverengte 
40 Zucker, acyclische, ringverbruckte Oder geeignete andersartige Zucker-Derivate. Die Erfindung ist ferner 
nicht auf die in Formel I beispielhaft aufgefuhrten Derivate des Phosphat-Restes beschrankt, sondern 
bezieht sich auch auf die bekannten Dephospho-Derivate. 

Der Oligonucleotid-Teil (DNA in Formel I) kann also in vielfaltiger Weise von der naturlichen Struktur 
abgewandelt sein. Solche Modifikationen, die nach an sich bekannten Methoden eingefurt werden, sind 
45 beispielsweise: 

a) Modifikationen der Phosphatbrucke 

Beispielhaft seien genannt: Phosphorothioate, Phosphorodithioate, Methylphosphonate, Phosphoramidate, 
Boranophosphate, Phosphatmethylester, Phosphatethylester, Phenylphosphonate. Bevorzugte Modifika- 
tionen der Phosphatbrucke sind Phosphorothioate, Phosphorodithioate und Methylphosphonate. 

so b) Ersatz der Phosphatbrucke 

Beispielhaft seien genannt: Ersatz durch Formacetal, 3'-Thioformacetal, Methylhydroxylamin, Oxim, 
Methylendimethylhydrazo, Dimethylensulfon, Silylgruppen. Bevorzugte ist der Ersatz durch Formacetale 
und 3'-Thio1ormacetale. 
c) Modifikationen des Zuckers 

55 Beispielhaft seien genannt: a-anomere Zucker, 2 , -0-Methylribose, 2'-0-Butylribose, 2'-0-Allylribose, 2'- 
Ftuoro-2'-desoxyribose, 2'-Amino-2'-desoxyribose, a-Arabinofuranose, Carbocyclische Zuckeranaloge. 
Bevorzugte Modifikation ist die durch 2'-0-Methylribose und 2*-0-n-Butylribose. 
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d) Modifikationen der Basen welche die Spezifitat der Watson-Crick Basenpaarung nicht verSndern 
Beispielhaft seien genannt: 5-Propinyl-2'-desoxyuridin, 5-Propinyl-2'-desoxycytidin, 5-Hexinyl-2'-desoxyu- 
ridin, 5-Hexinyl-2'-desoxycytidin, S-Fluoro^'-desoxycytidin, 5-Fluor-2'-desoxyuridin, 5-Hydroxymethyl-2'- 
desoxyuridin, 5-Methyl-2 f -desoxycytidin, 5-Brom-2'-desoxycytidin. Bevorzugte Modifikationen sind 5- 

5 Propinyl-2*-desoxyuridin, S-Hexinyl^'-desoxyuridin, 5-Hexinyl-2'-desoxycytidin und 5-Propinyl-2 f -desox- 
ycytidin. 

e) y-3'- und 5'-5'-lnversionen [z.B. M. Koga et al., J. Org. Chem. 56 (1991) 3757] 

f) 5 1 - und 3'-Phosphate, sowie 5'- und S'-Thiophosphate. 

Beispielhaft fur Gruppen, die die intrazellulare Aufnahme begunstigen, sind verschiedene lipophile 
io Reste wie -0-(CH 2 ) x -CH 3l worin x eine ganze Zahi von 6 bis 18 bedeutet, -0-{CH 2 ) n -CH =CH-(CH 2 ) m -CH 3 , 
worin n und m unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 6 bis 12 bedeuten, -0-(CH 2 CH 2 0)4-(CH 2 >9- 
CH 3( -0-(CH 2 CH 2 0)8- (CH 2 ) 13 -CH 3 und -0-(CH 2 CH 2 0)7-<CH 2 )i5-CH 3 , aber auch Steroid-Reste wie Chole- 
steryl o~de> Vitamin- Reste wie Vitamin E, Vitamin T A ~oder~ Vitamin D und andere Konjugate, die naturfiche 
Carriersysteme ausnutzen wie Gallensaure, Folsaure, 2-(N-Alkyl, N-Alkoxy)-Aminoanthrachinon und Konju- 
75 gate der Mannose und Peptide der entsprechenden Rezeptoren, die zur rezeptorvermittelten Endozytose 
der Oligonucleotide fuhren wie EGF (Epidermal Growth Factor), Bradykinin und PDGF (Platelet Derived 
Growth Factor). Unter Markierungs-Gruppen sind fluoreszierende Gruppen beispielsweise von Dansyl-( = N- 
Dimethyl-1-aminonaphthyl-5-sulfonyl-), Fluorescein- Oder Coumarin-Derivaten oder chemilumineszierende 
Gruppen beispielsweise von Acridin-Derivaten zu verstehen sowie das uber ELISA nachweisbare Digoxyge- 
20 nin-System, die uber das Biotin/Avidin-System nachweisbare Biotin-Gruppe Oder aber Linker-Arme mit 
funktionellen Gruppen, die eine nachtragliche Derivatisierung mit nachweisbaren Reporter-Gruppen gestat- 
ten, beispielsweise ein Aminoalkyf-Linker, der mit einem Acridinium-Aktivester zur Chemilumineszenz-Probe 
umgesetzt wird. Typische Markierungsgruppen sind: 

25 
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• 4 und ft - CHj) 


40 

Biolinkon jugat (- "Biotin" fuer R - Fmoc ) 
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70 



H 


Digoxigeninkonjugat 

20 

Oligonucleotidanaloga, die an Nucleinsauren binden bzw. interkalieren und/oder spalten oder quervernetzen, 
enthalten z. B. Acridin-, Psoralen-, Phenanthridin, Naphtochinon-, Daunomycin- oder Chlorethylaminoaryl- 
Konjugate. Typische interkalierende und quervernetzende Reste sind: 
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0 OH 
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MH 
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C I -CH a CH 2 \ 
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H j C 


N^7^(CH 2 ),-0- 
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1-18, X - Alkyl. Holog#o, N0 2 , CN 


-C-R 

II 
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40 


45 


C I -CH 2 CH 2 


50 


1-18. X • Alkyl. Hologtn, M ^2' CN • "jj"* 

0 


Beispiele fur Gruppen NR 3 R 4 , in denen R 3 und R* zusammen mit dem sie tragenden Stickstoffatom einen 
55 5- bis 6-gliedrigen heterocyclischen Ring bilden, der zusautich ein weiteres Heteroalom enthalt, seien der 
Morpholinyl- und der Imidazolidinyl-Rest genannt. 

Der Polyamid-Teil (PNA in Formel I) besteht aus Amid-Strukturen, welche mindestens eine Nucieobase 
enthalten, die von Thymin verschied n ist. Solche Polyamid-Strukturen sind beispielsweise aus folgenden 
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Bausteinen a) bis h), bevorzugt a), aufgebaut, worin f fOr 1 bis 4, bevorzugt fur 1 Oder 2 und g fur Null bis 
3, bevorzugt fur Null bis 2 stehen: 
a) 


5 


B 

I 

TO 9 H 2 

c=o 

I 

NH— (CH 2 ) f — CH 2 -N — (CH 2 ) f CO 

75 

Hyrup et al. ; J. Chem. Soc. Chem. Comm. 1993, 519 
b) 


20 

B 


(CH 2 ) f 
NH— CH — CO— NH— CH 2 — CO 


De Konig et al. (1971) Rec. Trav. Chim. 91, 1069 
c) 


B 

I 

(CH 2 ) f 

NH — CH-CH 2 ~CH 2 -CH 2 — CO 


Huang et al. (1991) J. Org. Chem. 56, 6007 
d) 

40 

B 

I 

(CH 2 ) ( 

<5 NH— CH 2 — CO-N— CH 2 — CO 


Almarsson et al. (1993) Proc. natl. Acad. Sci. U.S.A. 90, 7518 

50 


55 
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e) 


B 

I 

CH 2 

I 

c=o 


10 


NH — CHj — CHj— CH— CH, — CO 


Froehler et al. (1991) WO 93/10820 

75 


CO 


NH-CHj-CHj-N^^X^ 


Froehler et al. (1991) WO 93/10820 

g) 

25 

B 

(CH,,, 

30 NH-CH-CO-N 3^ 


Lewis (1993) Tetrahedron Lett. 34, 5697. 
35 h) 


CO 


40 


45 


NH- (CH- ) 
2 £ 


(CH 2 ) f 


Endgruppen fur PNA's sind in den gleichzeitig eingereichten Anmeldungen mit den Titeln "PNA- 
Synthese unter Verwendung einer gegen schwache Sauren labilen Amino-Schutzgruppe" (HOE 94/F 
so 060, DE-P 44 08 531.1) und "PNA-Synthese unter Verwendung einer basenlabilen Amino-Schutzgruppe" 
(HOE 94/F 059, DE-P 44 08 533.8) beschheben. 
Bevorzugt sind Polyamidstrukturen, die aus Strukturen entsprechend a) aufgebaut sind. Besonders 
bevorzugt sind letztere, falls f = i ist. 

Die Darstellung von Polyamid-Oligonucleotid-D rivaten der Formel I erfolgt ahnlich wie die Synthese 
55 von Oligonucleoliden in Lbsung oder vorzugsweise an fester Phase, gegebenenfalls unter Zuhilfenahme 
eines aulomatischen Synthesegerats. Der Aufbau des Oligomers der Formel I kann schrittweise erfolgen, 
indem sukzessive eine PNA-Einheit bzw. DNA-Einheit mit jeweils einer Nucleobase an einen entsprechend 
derivattsierten Trager oder an eine wachsende Oligomerkette ankondensiert werden. Der Aufbau kann aber 
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auch fragmentweise erfolgen, wobei die Fragmente zuerst als Polyamid- bzw. Oligonucleotid-Strukturen 
synthetisierl werden, welche dann zum Polyamid-Oligonucleotid der Formel I verknupft werden. Es konnen 
jedoch auch Bausteine aus PNA und Nucleotid eingesetzt werden, vorzugsweise Dimere, die dann nach 
den Methoden der Nucleotid-Chemie Oder Peptid-Chemie zu Polyamid-Oligonucleotid Derivaten aufgebaut 
5 werden. 

Der Aufbau des Oligonucleotid-Teils erfolgt nach den dem Fachmann bekannten Verfahren wie der 
Triester-Methode, der H-Phosphonat-Methode Oder Phosphoramidit-Methode, bevorzugt nach der Standard- 
Phosphoramidit Chemie nach Caruthers (M. D. Matteucci and M. H. Caruthers, J. Am. Chem. Soc. 103, 
3185 (1981)). Die Synthese des Polyamid-Teils kann nach den dem Fachmann bekannten Methoden der 

w Peptid-Chemie erfolgen. Falls Oligonucleotid-Teil und Polyamid-Teil nicht separat synthetisierl und nachfol- 
gend verbunden werden, mussen die zum Aufbau der Oligonucleotid- und Polyamid-Struktur verwendeten 
Verfahren miteinader kompatibel sein, wobei eine bevorzugte Ausfuhrungsform zur Synthese des Polyamid- 
Teils in der gleichzeitig eingereichten Anmeldung mit dem Titel "PNA-Synthese unter Verwendung einer 
gegen schwache Sauren labiien Amino-Schutzgruppe (HOE 94/F 060, DE-P 44 08 531.1) beschrieben ist. 

75 Je nachdem, ob q, r, s und t gleich 1 oder Null sind, erfolgt die Synthese beginnend mit dem 

Oligonucleotid- Oder mit dem Polyamid-Teil. Die Synthese von Verbindungen der Formel I, deren Oligonu- 
cleotid-Teil am 3'- und/oder am 5*-Ende modifiziert sind, erfolgt bezuglich dieser Modifikationen nach den in 
EP-A 0 552 766 (HOE 92/F 012) beschriebenen Verfahren (vgl. Syntheseschema fur DNA). Die Synthese 
von Verbindungen der Formel I erfolgt bezuglich des Polyamid-Teils nach dem in der gleichzeitig 

20 eingereichten Anmeldung mit dem Titel "PNA-Synthese unter Verwendung einer gegen schwache Sauren 
* labiien Amino-Schutzgruppe (HOE 94/ F 060, DE-P 44 08 531.1) beschriebenen Verfahren (vgl. Synthese- 
schema fur PNA). 

Syntheseschema fur DNA 

25 

[AnkergruppeHPolymer] 

1. i Aufkupplung von PG-(Nu')-aktiv 

30 

PG-fNu'H AnkergruppeHPolymer] 

2. 1 Abspaltung der Schutzgruppe PG 
35 H-(Nu'HAnkergruppe]- [Polymer] 

3. I Wiederholung der Schritte 1 und 2 (n-1)-mal 
H-(Nu , ) n -[Ankergruppe]-[Polymer] 

40 4. 1 Aufkupplung von R°-V-aktiv 

R°-V-(Nu f ) n -[ AnkergruppeHPolymer] 
5. 1 Abspaltung von Polymer und Schutzgruppen 

45 

R°-V-(Nu) n 


50 
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Syntheseschema fur PNA 

[AnkergruppeHPolymer] 

1 . I Aufkupplung von PG-(Q')-OH 
PG-(Q')-[AnkergruppeHPolymer] 

2. 1 Abspaltung der Schutzgruppe PG 
H-(Q'HAnkergruppeHPolymer] 

3. i Wiederholung der Schritte 1 und 2 (l-1)-mal 
H-(Q') r [Ankergruppe]-[Polymer] 

4. i Aufkupplung von PG-[B7X]-OH 
PG-[B7X]-{Q')r[Ankergruppe]-[Polymer] 


25 


30 


5. I Abspaltung der Schutzgruppe PG 
H-[B7XHa') r [AnkergruppeHPoIymer] 

6. I Wiederholung der Schritte 4 und 5 (n-1)-mal 
H-[B7X] n -(QV[AnkergruppeHPolymer] 

7 - 1 Aufkupplung von PG-(A')-OH 

PG-(A , )-[B7X] n .(Q , ) r [Ankergruppe]-[Polymer] 
35 8 * 1 Abspaltung der Schutzgruppe PG 

H-(A , )-[B7X] n -(Q , ) r [Ankergruppe]-[Polymer] 
9- I Wiederholung der Schritte 7 und 8 (k-1)-mal 

H-(A , ) k -[B7X] n -(Q , )rIAnkergruppe]-[Polymer] 
10. 1 Aufkupplung der Gruppe R° 

R°-(A J ) k -[B7X] n -(Q , ) r [Ankergruppe]-tPolymer] 
1 1 • 1 Abspaltung von Polymer und Schutzgruppen 

R 0 -<A) k -[B/X] n -(Q) r Q° 


40 


45 


50 


Darin bedeuten: 

PG Schutzgruppe, bevorzugt eine gegen schwache Saure labile Schutzgruppe; 

Nu' Nucleotid-Einheit, deren exocyclische Aminogruppe durch eine geeignete Schutzgruppe 

geschutzt ist; 

Nu'-aktiv ein in der Nucleotidchemie ubliches aktiviertes Derivat, wie z.B. 
von einem Phosphoramidit, einem Phosphordiester Oder ein m H-Phosphonat; A', B* und Q* stehen fur die 
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gegebenenfalls geschutzten Formen von A, B und Q. 
Syntheseschema fur PNA/DNA-Hy bride der Formel I 
5 F[(DNA-Li) q (PNA-Li) r (DNA-Li) s (PNA) t ] x F' (!) 

Fur q = r = s = t = 1 und x = 1 gilt folgender Syntheseablauf: 


io 1 


i Synthese der Endgruppe F'; ggf. Konjugation auf Polymer 
PG-F' 


2 - 1 Abspaltung der Schutzgruppe PG 

75 

H-F' 

3* 1 Konjugation der Polyannidstruktur 

20 PNA-F' 

4. 1 Aufkupplung eines Linkers 

Li-PNA-F f 

25 

5- i Konjugation der Nucleotidstruktur 

DNA-Li-PNA-F' 
30 6 * 1 Aufkupplung eines Linkers 

Li-DNA-Li-PNA-F* 

7 - A Wiederholung der Schritte 3 bis 5 

35 _ 

DNA-Li-PNA-Li-DNA-Li-PNA-F* 

8- * Aufkupplung der Endgruppe F 
^ F-DNA-Li-PNA-Li-DNA-Li-PNA-F' 

Die Aufkupplung des Linkerbausteins kann entfallen, sofern sich entsprechende Obergange in den PNA- 
oder DNA-Bausteinen befinden. 

Zur Verdeutlichung ist ein Syntheseschema fur PNA/DNA-Hy bride der Formel I gezeigt. das die 

45 Herstellung eines Hybrid-Oligomers, in dem q = r = s = t=1 und x = 1 sind, beispieihaft erlautert. Zunachst 
wird die Endgruppe F nach bekannten Verfahren synthetisiert und im Falle der Festphasen-Synthese auf 
einen polymeren Trager gekuppelt (Schritt 1). Nach Abspaltung der Schutzgruppe PG (Schritt 2), die 
bevorzugt im schwach sauren Medium erfotgt' werden die Polyamid-Bausteine bis zur gewunschten Lange 
des PNA-Teils aufgekuppelt (Schritt 3) . Als Ubergang zum DNA-Teil kann nun die Ankniipfung einer Linker- 

50 Einheit (Schritt 4) erfolgen. AnschlieBend erfolgt die Konjugation der Nucleotidstruktur durch sukkzessive 
Ankondensatton der Nucleotid-Bausteine (Schritt 5), bevorzugt nach der bekannten Phosphoramidit-Metho- 
de. 

Nach Ankondensation eines Linkers (Schritt 6), der den Ubergang von DNA zu PNA ermoglicht. wird 
wiederum eine Polyamidstruktur aufgebaut. Einfuhrung eines Linkers, der den Ubergang von PNA nach 
55 DNA ermoglicht, Konjugation einer weiteren DNA-Struktur (Schritt 7) und abschliefiende Aufkupplung der 
Endgruppe F (Schritt 8) ergeben das Hybridmolekul [F-DNA-Li-PNA-Li-DNA-Li-PNA-F']. Die Linkerbausleine 
konnen hierbei auch Nucleobasen beinhalten. 

Zur Synthese eines Hybrids F-DNA-Li-PNA-Li-P (q = r=1, s =t = Null) werden beisptelsweise erst die 
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Schritte 1-5 durchgefuhrt unci die Synthese dann mit Schritt 8 abgeschlossen. 

Zur Synthese eines Hybrids F-PNA-Li-DNA-F (r = s=l, q=t = Null) werden beispielsweise erst die Schritte 
1-2 durchgefuhrt, danach folgen die Schritte 5-6, gefolgt von Schritt 3 und AbschluB der Synthese mit 
Schritt 8. 

5 Zur Synthese eines Hybrids F-PNA-Li-DNA-Li-PNA-F (r = s = t = 1, q = Null) beginnt die Synthese mit den 
Schritten 1-6. Nach Wiederholung des Schrittes 3 wird die Synthese mit Schritt 8 abgeschlossen. 
1st x in Formel I >1, dann mussen die Schritte 2-7 gegebenfalis wiederholt werden. Nach Aufbau der 
potymeren Ketten mussen die PNA/DNA-Hy bride im Falle der Festphasensynthese vom Trager abgespalten 
werden und gegenenfalls die Schutzgruppen an den Basen, Aminosaure-Seiten ketten und Endgruppen 

io abgespalten werden. 

PNA- und DNA-Teit konnen aber auch getrennt nach bekannten Methoden synthetisiert und anschlieBend 
uber entsprechende Aktivierung mindestens einer Komponente miteinander gekuppelt werden. Die Aktivie- 
rung des- PNA-Teils erfolgt bevorzugt uber die Carbdnsaure-Gruppe, beispielsweise als Aktivester Oder 
Isothiocyanat, die dann mit reaktiven Gruppen im DNA-Teil, vorzugsweise einer Aminofunktion in Reaktion 

15 gebracht werden. Die Aktivierung des DNA-Teils erfolgt beispielsweise in Form einer an sich bekannten 
Bromcyan-Kondensation, bei der die aktivierte Phosphatfunktion mit einer reaktiven Gruppe im PNA-Teil, 
bevorzugt einer Aminofunktion zur Reaktion gebracht wird. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB die Oligomeren der Formel la und lb im Vergleich zu den 
reinen PNA's eine stark erhohte zellulare Aufnahme besitzen. Diese verbesserte Zellaufnahme ist ganz 

20 entscheidend, da Antisense- Oder Triplex-bildende Oligomere nur dann wirken konnen, wenn sie effektiv in 
Zellen aufgenommen werden. Ihr Hybridisattonsverhalten ist ebenfalls gunstiger als bei reinen PNA's, da sie 
bevorzugt zur antiparallelen Duplexbildung fuhren. 

Im Vergleich zu normalen Oligonucleotiden besitzen sie eine verbesserte Nucleasestabifitat, was sich in 
einer erhohten biologischen Aktivitat aufiert. Die Bindungsaffinitat an komplementare Nucleinsauren ist 

25 besser als die anderer nucleasestabiler Oligonucleotide, wie z.B. Phosphorothioate oder Methylphosphona- 
te. Die Bindungsaffinitat der erfindungsgemafien Verbindungen ist beim Vergleich mit naturlichen Oligonu- 
cleotiden, die unter Serum-Bedingungen rasch abgebaut werden, mindestens gletch gut Oder meistens 
jedoch besser. Die Erhohung der Bindungsaffinitat ist abhangig von der Lange des PNA-Teils. Reine PNA's 
zeigten in den Zellkulturversuchen bei Konzentrationen von > 5 uM stark cytotoxische Wirkung, wahrend 

30 die erfindungsgemafien Verbindungen die Zellen nicht schadigten. Es wurde ferner gefunden, daB Verbin- 
dungen der Formel I in Abhangigkeit von der Basenfolge des PNA- und DNA-Teils die Expression 
spe2ifischer Gene, beispielsweise von Enzymen, Rezeptoren Oder Wachstumsfaktoren in Zellkultur und in 
ausgewahlten Beispielen im Tiermodelf hemmen. 

Weitere Vorteile der PNA/DNA-Oligomeren bzw. PNA/RNA-Oligomeren bestehen in der Moglichkeit der 

35 Stimmulierung zellularer Endonucleasen wie beispielsweise RNase H und RNase L. Im Gegensatz zu PNA's 
konnen die erfindungsgemafien PNA-DNA-Chimaren, die einige Desoxyribonucleotid-Einheitenaufweisen, 
nach Anbindung an die komplementare Target-RNA diese in sequenzspezifischer Weise durch Induktion 
der zellularen RNase H spalten. 

Eine besondere Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien Oligomeren sind weiterhin solche, die aus PNA- 
40 und einem 2 ? 5'-verknupften Oligoadenylat-Teil, vorzugsweise Tetraadenylat Oder dessen Cordycepin-Analo- 
gon aufgebaut sind, und die die zellulare RNase L aktivieren. 

Ganz generell erstreckt sich die vorliegende Erfindung auf die Verwendung von Verbindungen der 
Formel I als therapeutisch wirksame Bestandteile eines Arzneimittels. Als therapeutisch wirksame Polyamid- 
Oligonucleotid-Derivate versteht man im allgemeinen Antisense Oligonucleotide, Tripelhelix-bildende-Oligonu- 
45 cleotide, Aptamere Oder Ribozyme, insbesondere Antisense-Oligonucleotide. 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung konnen beispielsweise zur Behandlung von Erkrankungen, 
die durch Viren hervorgerufen werden, beispielsweise durch HIV, HSV-1, HSV-2, Influenza, VSV, Hepatitis B 
Oder Papilloma Viren, verwendet werden. 

ErftndungsgemaBe Antisense Polyamid-Oligonucleotide-Derivate, die gegen solche Targets wirksam 
50 sind, haben beispielsweise folgende Basensequenz. Die Lange und Position des PNA- und DNA-Teits kann 
in diesen Sequenzen zur Erzielung optimaler Eigenschaften entsprechend variiert werden. 
a) gegen HIV, z. B. 

5'-A CACCCAATTCTGAAAATGG-3* Oder 
<l) 

55 5'-A GGTCCCTGTTCGGGCGCC A-3' Oder 
(M) 

5'-G TCGACACCCAATTCTGAAAATGGATA A-3* Oder 
(I") 
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5'-G CTATGTCGACACCCAATTCTGAA A-3* Oder 
(IV) 

5*-T CGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTCCTGCCA oder 
(VI) 

5 b) gegen HSV-1, z.B. 

5'-G CGGGGCTCCATGGGGGTC G-3' 
(VII) 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise auch zur Behandlung von Krebs. 
Beispielsweise konnen dabei Polyamid-Oligonucleotid-Sequenzen zum Einsatz kommen, die gegen Targets 
w gerichtet sind, die fur Krebsentstehung bzw. Krebswachstum verantwortlich sind. Solche Targets sind 
beispielsweise: 

1) Nucleare Onkoproteine wie beispielsweise c-myc, N-myc, c-myb, c-fos. c-fos/jun, PCNA, p120 

2) Cytoplasm ische/Membran-assoziierte Onkoproteine wie beispielsweise EJ-ras, c-Ha-ras, N-ras, rrg, 
bcl-2, cdc-2, c-raf-1, c-mos, c-src, c-abl 

75 3) Zellulare Rezeptoren wie beispielsweise EGF-Rezeptor, c-erbA, Retinoid- Rezeptoren, Protein-Kinase 
regulatorische Untereinheit, c-fms 

4) Cytokine, Wachstumsfaktoren, Extrazellulare Matrix wie beispielsweise CSF-1, IL-6, IL-1a, IL-1b, IL-2, 
IL-4, bFGF, Myeloblasts, Fibronectin, 
ErfindungsgemaBe Antisense-Polyamid-Oligonucleotide der Formel I, die gegen solche Targets wirksam 
20 sind, haben beispielsweise folgende Basen-Sequenz: 

a) gegen c-Ha-ras, z. B. 
5'-CAGCTGCAACCCAGC-3' 
(VIII) 

b) bFGF. z.B. 

25 5'-GGCTGCCATGGTCCC-3' 
(XXX) 

c) c-myc, z.B. 

S'-GGCTGCTGGAGCGGGGCACA C-3' 
(IX) 

30 5*-A ACGTTGAGGGGCA T-3' 
(X) 

d) c-myb, z.B. 

5'-G TGCCGGGGTCTTCGGGC-3' 
(XI) 

35 e) c-fos, z.B. 

5'-G GAGAACATCATGGTCGAAA G-3' 
(XII) 

5*-C CCGAGAACATCATGGTCGAA G-3* 
(XIII) 

40 5'-G GGGAAAGCCCGGCAAGGG G-3' 
(XIV) 

f) p120, z.B. 

5*-C ACCCGCCTTGGCCTCCCA C-3 1 
(XV) 

45 g) EGF-Rezeptor, z.B. 

5'-G GGACTCCGGCGCAGCGC-3' 
(XVI) 

5'-G GCAAACTTTCTTTTCCTC C-3' 
(XVII) 

so h) p53 Tumorsuppressor, z. B. 

5'-GGGAAGGAGGAGGATGAG G-3* 
(XVIII) 

5*-G GCAGTCATCCAGCTTCGGA G-3'r 
(XIX) 

55 Die Arzneimitlel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise ferner zur Behandlung von Erkran- 
kungen, die durch Integrine oder Zell-Zell-Adhasionsrezeptoren beeinfiufit werden. beispielsweise durch 
VLA-4, VLA-2, (CAM. VCAM oder ELAM. 
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ErfindungsgemSBe Antisense-Potyamid-Oligonucleotid-Derivate, die gegen solche Targets wirksam sind, 
haben beispielsweise folgende Basen-Sequenz: 

a) VLA-4, z.B. 

5'-G CAGTAAGCATCCATATC-3* cxjer 
5 (XX) 

b) ICAM, z.B. 

S'-CCCCCACCACTTCCCCTCT C-3* 
(XXI) 

5'-C TCCCCCACCACTTCCCCT C-3* 
70 (XXII) 

5'-G CTGGGAGCCATAGCGAG G-3* 
(XXIII) 

c) ELAM-1 ,-z. B. 

5'-A CTGCTGCCTCTTGTCTCAGG-3* 
75 (XXIV) 

5*-CAATCAATGACTTCAAGAGTT C-3* 
(XXV) 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise auch zur Verhinderung der Resteno- 
se. Beispielsweise konnen dabei Polyamid-Oligonucleotid-Sequenzen 
20 zum Einsatz kommen, die gegen Targets gertchtet sind, die fur Proliferation Oder Migration verantwortlich 
sind. Solche Targets sind beispielsweise: 

1) Nucleare Transaktivator-Proteine und Cycline wie beispielsweise c-myc, c-myb, c-fos. c-fos/jun, 
Cycline und cdc2-Kinase 

2) Mitogene Oder Wachstumsfaktoren wie beispielsweise PDGF, bFGF, EGF, HB-EGF und TGF-0. 
25 3) Zeliulare Rezeptoren wie beispielsweise bFGF-Rezeptor, EGF-Rezeptor und PDGF-Rezeptor. 

Erfindungsgemafie Antisense-Polyamid-Oligonucleotide der Formel I, die gegen solche Targets wirksam 
sind, haben beispielsweise folgende Basen-Sequenz: 

a) c-myb 

5'-G TGTCGGGGTCTCCGGG C-3' 
30 (XXVI) 

b) c-myc 

5"-C ACGTTGAGGGGCA T-3' 
(XXVII) 

c) cdc2-Kinase 

35 S'-GTCTTCCATAGTTACTC A-3' 
(XXVIII) 

d) PCNA (proliferating cell nuclear antigen of rat) 
5*-GATCAGGCGTGCCTCAA A-3 f 
(XXIX) 

40 Die Arzneimittel konnen z.B. in Form von pharmazeutischen Praparaten, die man oral, z.B. in Form von 
Tabletten, Dragees, Hart- Oder Weichgelatinekapseln, Losungen, Emulsionen oder Suspensionen verabrei- 
chen kann, verwendet werden. Der EinschluB der Arzneimittel in Liposomen, die gegebenenfalls weitere 
Komponenten wie Proteine enthalten, ist eine ebenfalls geeignete Applikationsform. Sie konnen auch rektal 
z.B. in Form von Suppositorien oder parenteral z.B. in Form von Injektionslosungen verabreicht werden. Fur 

45 die Herstellung von pharmazeutischen Praparaten konnen diese Verbindungen in therapeutisch inerten 
organischen und anorganischen Tragern verarbeitet werden. Beisptele von solchen Tragern fur Tabletten, 
Dragees und Hartgelatinekapseln sind Laktose, Maisstarke Oder Derivate davon, Talk und Stearinsaure oder 
Salze davon. Geeignete Trager fur die Herstellung von Losungen sind Wasser, Polyole, Saccharose, 
Invertzucker und Glucose. Geeignete Trager fur Injektionslosungen sind Wasser, Alkohote, Polyole, Glycerol 

so und pflanzliche 6le. Geeignete Trager fur Suppositorien sind pflanzliche und gehartete Ole, Wachse, Fette 
und halbflussige Polyole. Die pharmazeutischen Praparate kCnnen auch Konservierungsmittel, Losemittel, 
Stabilisierungsmittel, Netzmittel, Emulgatoren, Suflstoffe, Farbstoffe, Geschmacksmittel, Salze zur Verande- 
rung des osmotischen Drucks, Puffer, Uberzugsmittel, Antioxidantien, sowie ggf. andere therapeutische 
Wirkstoffe enthalten. 

55 Bevorzugte Verabreichungsformen sind topische Applikationen, lokale Applikationen wie beispielsweise 
mit Hilfe eines Katheters oder aber auch Injektionen. Zur Injeklion werden die Antisense-Polyamid- 
Oligonucleotid-Derivate in einer flussigen Losung, vorzugsweise in einem physiologisch annehmbaren 
Puffer, wie z.B. Hank's Losung oder Ringer's Losung, formuliert. 
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Die Antisense-Polyamid-Oligonucleotide konnen aber auch in fester Form formuliert werden und vor dem 
Gebrauch gelost Oder suspendiert werden. Die fur die systemische Verabreichung bevorzugten Dosierun- 
gen betragen ca. 0,01 mg/kg bis ca. 50 mg/kg Korpergewicht und Tag. 

Ganz generell erstreckt sich die Erfindung auf die Verwendung von Verbindungen der Formel I als 
5 DNA-Sonden Oder Primer in der DNA-Diagnostik, insbesondere im Sinne der in HOE 92/F 406 (EP-A 0 602 
524) genannten Gensonden, und allgemein als Hilfsmittel in der Molekularbiologie. 

In der DNA-Diagnostik spielen Gensonden, auch DNA-Probes Oder Hybridization-Probes genannt, eine 
grofie Rolle zum sequenzspezifischen Nachweis bestimmter Gene. Eine Gensonde besteht im ailgemeinen 
aus einer Erkennungssequenz und einer geeigneten Markierungsgruppe (Label). Die Spezifitat der Bestim- 

io mung einer Targetsequenz in einer Analysenprobe mittels Hybridisierung mit einer komplementaren 
Gensonde wird durch die Erkennungssequenz und deren chemischer Struktur determiniert. Die PNA's 
haben gegenuber den Oligonucleotiden naturlicher Struktur den Vorteil, daB sie eine hdhere Affinitat zur 
Targetsequenz besitzen. Jedoch ist die Spezifitat der Hybridisierung reduziert, da PNA's im Gegensatz zu 
naturlicher DNA sowohl in paralleler als auch in antiparalleler Orientierung an einzelstrangige Nucleinsauren 

rs binden konnen. Die erfindungsgemaBen PNA/DNA-Oligomeren zeigen ebenfalts eine erhdhte Bindungsaffi- 
nitat, binden jedoch stark bevorzugt in der gewunschten antiparallelen Orientierung. 

Durch entsprechende Auswahl des PNA- bzw. DNA-Teils in einer Gensonde kann zudem das Differen- 
zierungsvermogen positiv beeinfluBt werden, da eine Basenmifipaarung im PNA-Teil zu einer starkeren 
Depression der Schmelztemperatur eines Hybrids fuhrt als eine Basenmifipaarung im DNA-Teil. Dies ist 

20 besonders wichtig im Hinblick auf die Differenzierung bei Punktmutationen wie sie beispielsweise beim 
Ubergang von Protoonkogenen in die entsprechenden Onkogene (pathogener Zustand) vorkommen. Der 
Vorteil der besseren Diskriminierung zwischen pathogenem und nichtpathogenem Zustand la fit sich auch in 
Form der Primer-Eigenschaft der erfindungsgemaBen PNA/DNA-Oligomeren nutzen, sofern diese eine freie 
3'-Hydroxyfunktion im DNA-Teil besitzen. PNA's als solche besitzen keine Primer-Funktion fur Polymera- 

25 sen. Uberrasschenderweise wurde gefunden, daB bereits eine Nucleosid-Einheit am Ende eines PNA/DNA- 
Oligomers ausreicht, urn die DNA-Polymerasereaktion, beispielsweise mit Hilfe der DNA-Polymerase 
(Klenow-Fragment) zu initiieren. Je nach Beschaffenheit des PNA/DNA-Primers und der Art des Templats, 
an welches der Primer in sequenzspezifischer Weise hybridisiert, konnen verschiedene Polymerasen 
eingesetzt werden. Diese sind im ailgemeinen komerziell zuganglich, wie beispielsweise Taq-Polymerase, 

30 Klenow-Polymerase oder Reverse Transkriptase. 

Ein weiterer Vorteil gegenuber der Verwendung naturlicher Oligonucleotid-Primer besteht darin, daB der 
mit Hilfe des PNA/DNA-Primers kopierte Nucleinsaurestrang, der den PNA-Teil am S'-Ende enthalt, gegen 
S'-Exonucleasen stabil ist. Somit konnen alle naturlichen DNA- bzw. RNA-Sequenzen im Reaktionsgemisch 
durch 5'Exonucleasen abgebaut werden, ohne daB der PNA-haltige Strang angegriffen wird. 

35 Ein weiterer Vorteil der PNA/DNA-Oligomeren besteht darin, dafi man damit auch andere biochemische 

Reaktionen am DNA-Teil durchfuhren kann, welche bei PNA's selbst nicht moglich sind. Beispiele fur 
solche Reaktionen sind das "3*-Tailing" mit 3'-terminaler Transferase, der Restriktionsenzymverdau im 
DNA-Doppelstrang-Bereich sowie Ligase-Reaktionen. Beispielsweise kann ein (PNA)-(DNA)-OH Oligomer 
mit freier 3'-Hydroxygruppe mit einem zweiten p-(DNA)-(PNA)-Oligomer, das am 5*-Ende ein Nucleosid-5'- 

40 Phosphat enthalt, nach Hybridisierung an eine komplementare DNA-Hilfssequenz naturlichen Ursprungs in 
Gegenwart einer DNA-Ltgase verknupft werden. 

Weiterhin lassen sich (DNA)-(PNA)-(DNA) Oligomere in Gene einbauen, was mit PNA's zur Zeit nicht 
moglich ist. 

Die Anknupfung von Markierungsgruppen an PNA/DNA-Oligomere erfolgt nach an sich bekannten 
45 Methoden, wie sie fur Oligonucleotide oder Peptide beschrieben sind. Die Art der Markierungsgruppe kann 
breit variiert werden und richtet sich im wesentlichen nach der Art des verwendeten Assays. Bekannte 
Ausfuhrungsformen von Gensonden-Assays sind "Hybridization Protection"-, "Energy-Transfer"- und "Kis- 
sing Probes "-Assay. PNA'DNA-Oligomere eignen sich zudem besonders gut fur einen "Strand Displace- 
menr-Assay. In vielen Fallen ist die Abtrennung des gebildeten Hybrids von uberschussiger Gensonde mit 
so Hilfe von Magnetpartikeln von Vorteil. Die Stabilitat der erfindungsgemaBen PNA/DNA-Gensonden ist hoher 
als die herkommlicher DNA-Sonden. 

"Polymerase Chain Reaction" (PCR) und "Ligase Chain Reaction" (LCR) sind Techniken zur Targetam- 
plifikation, in welche die erfindungsgemaBen Oligomeren ebenfalls als Primer eingesetzt werden konnen. 
Besonders vorteilhaft lassen sich die PNA/DNA-Oligomeren als Gensonden nach dem "Christmas tree"- 
5b Prinzip verwenden, da hierbei die PNA/DNA-Sonden kurzer sein konnen als entsprechende DNA-Sonden. 
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Beispiele: 

Die fOr Aminosauren verwendeten Abkurzungen entsprechen dem in der Peptidchemie ublichen drei 
Buchstaben-Code wie er in Europ. J. Biochern. 138, 9 (1984) beschrieben ist. Weitere verwendete 
5 Abkurzungen sind nachfolgend aufgelistet. 



Aeg 

N-(2-Aminoetnyl)giycyl, -Nn-On2*v"2*Nn-Orl 2 -OU- 


Aeg (a ) 

N-(2-Aminoethyl)-N-((9-(N b -4-methoxybenzoyl)-adenosyl)acetyl)-glycyl 


A m/aB2\ 

Aeg(c ) 

iM-(^-Aminoetnyi)-rsi-((i -(Nt -benzoyl )-cytosyl)acetyi)-giycyl 


a / _MeOB2\ 

Aeg(c ) 

N-(2-Aminoetnyi)-N-((i -(N* -4-metnoxyoenzoyi/-cytosyl)acetyl)-glycyi 

70 

Aeg(c lDU ) 

N-(2-Ammoetnyl)-N-((i-(N* -4-tert.butylbenzoyl)-cytosyl)acetyl)-glycyi 


Aeg(g ,BU ) 

N-(2-Ammoethyl)-N-((9-(N z -isobutanoyl)-guanosyl)acetyl)-glycyl 


a — . — 9— Ac 4— Doc\ 

Aeg(g 2 ACt * upc ) 

N-(2-Aminoethyl)-N-((9-(N^-acetyl-0* -dipnenylcarbamoyl)guanosyl)glycyl 


Aeg(t) 

N-(2-Amtnoethyl)-N-((T-thyminyl)acetyl)-glycyl 


Bnpeoc 

2,2-[Bis(4-nitrophenyl)]-ethoxycarbonyl) 

75 

Boc 

tert.-Butyloxycarbonyl 


BOI 

2-(Benzotriazol-1 -yl)oxy-1 ,3-dimethyl-imidazoUdinium-hexafluorphosphat 


BOP 

Benzotriazolyl-1-oxy-tris(dimethylannino)-phosphonium-hexafluorphosphat 


BroP 

Brom-tris(dimethylamino)-phosphonium-hexafluorphosphat 


BSA 

N,0-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid 

20 

But 

tert.-Butyl 


8z 

Benzoyl 


Bzl 

Benzyl 


Cl-Z 

4-Ch lor-benzy loxycarbony I 


CPG 

Controlled Pore Glas 

25 

DBU 

1 ,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en 


DCM 

Dichlormethan 


Ddz 

3.5-Dimethoxyphenyl-2-propyl-2-oxycarbonyl 


DMF 

Di meth y If orm am id 


Dmt 

Di^-methoxyphenyljphenylmethyl, 

30 

Dnpeoc 

2-(2,4-Dinitrophenyl)-ethoxycarbonyl 


Dpc 

Di pheny Icarbamoy 1 


FAM 

Fluorescetn-Rest 


Fm 

9-Fluorenylmethyl 


Fmoc 

9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 

35 

H-Aeg-OH 

N-(2-Aminoethyl)glycin 


HAPyU 

0-(7-Azabenzotriazol-1 -y I)-1 ,1 ,3,3-bis(tetramethylen)uronium-hexafluorphosphat 


1 1 A Tl 1 

MA 1 U 

0-(7-Azabenzotriazol-l -yl)-l ,1 ,3,3-tetramethyluronium-hexafluorphosphat 


HBTU 

0-(Benzotriazol-1 -yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium-hexafluorphosphat 


HOBt 

1 -Hydroxybenzotriazol 

40 

UAKlCi • 

N-Hydroxysuccinimid 


rlUUDt 

3-Hydroxy-4-oxo-3,4- dthydrobenzotriazin 


;Di i 
IDU 

Isobutanoyl 


M6UbZ 

4-Methoxybenzoyl 


Mm i 

4-Methoxytriphenylmethyl 

45 

Moz 

4- Methoxybenzy loxycarbony I 


MSNT 

2 ( 4,6-Mesitylensulfonyl-3-nitro-1,2,4-triazolid 


Mtt 

4-Methylphenyl)diphenylmethyl 


NBA 

Nitrobenzylalkohol 


NMP 

N-Methylpyrrolidin 

50 

Obg 

N-(4-Oxybutyl)glycyl, -0-(CH 2 )4-NH-CH 2 -CO- 


Obg(t) 

N-(4-Oxybutyl)-N-((l-thyminyl)acetyl)-glycyl 


Oeg 

N^-OxyethyOglycyl, -0-CH 2 -CH 2 -NH-CH 2 -CO- 


Oeg(t) 

N-(2-Oxyethyl)-N-((1-thyminyl)acetyl>-glycyl 


Opeg 

N-(5-Oxyp ntyl)glycyl, -0-(CH 2 )s-NH-CH2-CO- 

55 

Opeg(t) 

N-(5-Oxypentyl)-N-((1-thyminyl)acetyl)-glycyl 


Oprg 

N-(3-Oxypropyl)glycyl t -0-(CH 2 ) 3 -NH-CH 2 -CO- 


Oprg(t) 

N-(3-Oxypropyl)-N-((1-thyminyl)acetyl)-glycyl 


Pixyl 

9-(9-Phenyl)xantheny! 
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PyBOP 

PyBroP 

TAPipU 

TBTU 

tBu 


Benzotriazolyl-l-oxy-tripyrrolidinophosphonium-hexafluorphosphat 
Brom-tripyrrolidinophosphonium-hexafiuorphosphat 

0-(7-AzabenzotriazoM -yl)-l , 1 .3,3-bis(pentamethylen)uronium-tetrafluoroborat 
0-(Benzotriazol-1 -yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat 
tert.-Butyl 

4-tert. Butylbenzoyl 

0(3,4-Dihydro-4-oxo-1 t 2,3-benzotriazin-3-yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium- 
tetrafluoroborat 

2 t 5-Diphenyl-2 t 3-dihydro-3-oxo-4-hydroxythioph©ndioxid 

N-(2-Thioethyl)glycyl, -S-CH 2 -CH 2 -NH-CH 2 -CO- 

N-(2-Thioethyl)-N-((1-thyminyl)acetyi)-glycyl 

Trifluoressigsaure 

Tetrahydrofuran 

0-[(5-Norbornen-2,3-dicarboximido]-1,1,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat 
0-[(Cyano(ethoxycarbonyl)methylen)amino]-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium- 
tetrafluoroborat 

0-(1,2-Dihydro-2-oxo-1-pyridyl)-1 J,3 ? 3Metramethyluronium-tetrafluoroborat 
Trityl 

0-(N-Succinimidyi)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat 
Benzytoxycarbonyl 

Elektrospray Massenspektrum (Positiv ion) 
Elektrospray Massenspektrum (Negativ Ion) 
Desorption Chemical lonisation Massenspektrum 
Fast-Atom-Bombardment-Massenspektrum 


tBuBz 
TDBTU 


TDO 

Teg 

Teg(t) 

TFA 

THF 

TNTU 

TOTU 


TPTU 
Trt 

TSTU 
2 


MS(ES + ) 
MS(ES-) 
MS(DCI) 
MS(FAB) 


Beispiel 1 

1-Hydroxy-6-((4-methoxyphenyl)-diphenylmethylamino)-hexanMmt-hex 

6-Aminohexan-1-ol (1g; 8.55mmol) wird in wasserfreiem Pyridin (7ml) gelost und mit Triethylamin 
(0.2ml) versetzt. Zu dieser Losung gibt man innerhalb von 45 Minuten eine Losung von (4-Methoxyphenyl)- 
diphenylmethyl chlorid (2.5g; 8.12mmol) in wasserfreiem Pyridin (9ml). Die Reaktionsiosung wird 30 
Minuten bei 22 *C weitergeruhrt und durch Zugabe von Methanol (3 ml) gestoppt. Die Losung wird am 
Rotationsverdampfer eingeengt, der erhaltene Ruckstand zur Entfernung des Pyridins dreimal mit Toluol 
koevaporiert Der erhaltene Ruckstand wird in Ethylacetat gelost und diese Losung nacheinander mit einer 
gesattigten Natriumbicarbonatlosung, mit Wasser und einer gesattigten Kaliumchloridlosung gewaschen. 
Die organische Phase wird getrocknet (Na 2 SO*), filtriert und im Vakuum konzentriert. Das Rohprodukt wird 
durch Kieselgelchromatographie mit Heptan:Ethylacetat:Triethylamin/49.5:49.5:1 gereinigt. 
Ausbeute: 1.64g 

MS (FAB, NBA/Li CI) 396.3 (M + Li) + , 390.3 (M + H) + , 273.2 (Mmt) + 
Rt 0.44 (Heptan: Ethylacetat = 1:1), 


6-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethylamino)-hex-1 -yl hemisuccinat Mmt-hex-succ 

l-Hydroxy-6-((4-methoxyphenyl)-diphenylmethylamino)-hexan (1.00g; 2.57mmol) wird in wasserfreiem 
Pyridin (10ml) gelost. Zu dieser Losung gibt man Bernsteinsaureanhydrid (0.257g; 2.57mmol) and 4- 
Dimethylaminopyridin (31 .3mg; 0.257mmol). Nach 3 Stunden Ruhren bei 22 *C gibt man weiteres Bern- 
steinsaureanhydrid (25.7mg; 0.257mmol) und 4-Dimethylaminopyridin (62.6mg; 0.56mmol) zu und erwarmt 
diese Losung 6 Stunden lang auf 50 *C. Nach weiter n 16 Stunden bei 22 "C wird eingeengt, der 
Rucksatnd in Ethylacetat aufgenommen und die erhaltene Losung mit eiskalter 5%-tger wassriger Zitronen- 
saure gewaschen. Nach Trocknen der org. Phase (Na 2 SO*) wird die Losung am Rotationsverdampfer 
eingeengt. Die Reinigung des Ruckstands durch Kieselgelchromatographie mit 50% CH 2 CI 2 /1% Triethyla- 
min in Ethylacetat und dann mit 5% Methanol/1% Triethylamin in Dichloromethan ergibt die gewunschle 
Verbindung als farbloses Ol. 
MS (ES") 978.0 (2M-H)", 488.3 (M-H)~ 
R, 0.30 (CH 2 Cl 2 :EthylAcetat = 1:1). 


Beispiel 2 


26 


EP 0 672 677 A2 


Beispiel 3 

6-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethylamino)-hex-1-yl succinylamido-Tentagel (Mmt-hex-succ-Tentagel) 

5 Die Aminoform von Tentagel R (Rapp Polymere) (0.5g; 0.11 mmol Aminogruppen) lafit man 10 Minuten 

in 4-Ethylmorpholin (0.1 mi) unci DMF (5mt) quellen. Dann gibt man eine Losung von 6-((4-Methoxyphenyl)- 
diphenylmethylamino)-hex-1-yl hemisuccinat <97.4mg; 0.165mmol), 4-Ethylmorpholin (15.9mg; 0.138mmol; 
17.4ml) and TBTU (52.9mg; O.l65mmol) in DMF (3ml) zu und schuttelt die Suspension 16 Stunden tang bei 
22 *C. Der derivatisierte Tentagei-Trager wird abfiltriert und nacheinander mit DMF (3x3ml), CH 2 CI 2 (3x1 ml) 

io and Diethylether (3x1 ml) gewaschen und getrocknet. Nicht reagierte Aminofunktionen werden durch 1- 
stundige Behandlung mit Acetanhydrid/Lutidin/1-methylimidazol in THF (1ml) blockiert. Der fertige Trager 
wird mit CH2CI2 (3x1 ml) und Diethylether (3x1 ml) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Beladung 
^bezogen auf die eingefuhrte Mbnomethoxytritylfu 

15 Beispiel 4 

6-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethylamino)-hex-1 -y I succinylamidopropyl-Controlled-pore glass. 
(Mmt-hex-succ-CPG) 

20 Die Herstellung erfolgt analog wie in Beispiel 3 beschrieben ausgehend von Aminopropyl-CPG (Firma 

Fluka) (550A;1.0g;) und 6-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethylamino)-hex-1 -yl hemisuccinat (48.7mg; 
0.082mmol), 4-Ethylmorpholin (7.6ml) und TBTU (26.4mg; 0.082mmol) in DMF (3ml). Die Beladung des 
Mmt-hex-succCPG betragt 91 mmolg -1 . 

25 Beispiel 5 

N-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethylamino)ethyl-N-((1 -(N 4 * (4-tert-butylbenzoyl)-cytosyl)acety!) glycin 
(Mmt-Aeg(c lBuB *)-OH 

30 1.63 g (2.28 mMol) N-((4-Methoxyphenyl)-diphenyimethylamino)ethyl-N-((1-{N 4 ~(4-ter t-butylbenzoyl)- 
cytosyl)acetyl) glycin-methylester wurden in einer Mischung aus 10 ml Dioxan und 1 ml Wasser gelost und 
bei O'C unter Ruhren tropfenweise mit 4.56 ml 1N NaOH versetzt Nach 2h wurde durch tropfenweise 
Zugabe von 1N KHSO4 der pH auf 5 gestellt, von ausgefalienen Salzen abfiltriert und mit wenig 'Dioxan 
nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum eingedampft und der Ruckstand zweimal mit 

35 Methanol und Dichlormethan koevaporiert. Das so erhaltene Rohprodukt wurde an Kieselgel mit einem 
Gradienten von 2-10% Methanol und 1 % Triethylamin in Dichlormethan chromatographisch gereinigt. Die 
das Produkt enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und im Vakuum eingeengt. Durch Koevaporation mit 
Pyridin und anschlieBend Toluol wurde noch vorhandenes uberschussiges Triethylamin entfernt. Man erhielt 
0.831 g Produkt als fast weiBen Schaum. Electrospray MS (Negativ-lon) 700.7 (M-H)~. 

40 R f 0.28 (CH 2 CI 2 :MeOH/9:1), 0.63 (CH 2 CI 2 :MeOH/7:3). 

Beispiel 6 

N-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethy!amino)ethyl-N-((1 -thyminyl)acety I) glycin (Mmt-Aeg(t))-OH. 

45 

Das Produkt aus der obigen Reaktion wurde in einer Mischung aus 10 ml Dioxan und 2 ml Wasser 
gelost. Die Losung wurde auf 0°C gekuhlt und tropfenweise 1 N Natronlauge zugegeben bis ein pH-Wert 
von 11 erreicht war. Nach 2 h Reaktionszeit war die Reaktion beendet und die Losung wurde durch 
vorsichtige Zugabe von 2 N KHSO4 -Losung auf pH 5 gestellt Die Losung wurde dreimal mit Ethylacetat 

so extrahiert, die vereinigten organischen Phasen uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. 
Das so erhaltene Rohprodukt wurde an Kieselgel mit einem Gradienten von 5-10% Methanol und 1 % 
Triethylamin in Dichlormethan chromatographisch gereinigt. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen 
wurden vereinigt und im Vakuum eingeengt. Durch Koevaporation mit Pyridin und anschlieBend Toluol 
wurde noch vorhandenes uberschussiges Triethylamin entfernt. Man erhielt 1.065 g Produkt als farblosen 

55 Schaum. 

Elektrospray MS (Negaliv-lon) 1112.0 (12M-H)*, 555.3 (M-H)" 
R, 0.28 (CH 2 Cl 2 :MeOH/8:2) 
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Beispiel 7 

N-((4-methoxyphenyl)-diphenylmethyiamino)ethyl-N^ 
(Mmt-Aeg(g iBu )-OH) 

5 

N-((4-methoxyphenyl)-diphenyimethylami 
glycinmethylester (1.1 5g; 1.72mmol) wird in Dioxan (10ml) gelost und uber einen Zeitraum von 2.5h bei 
0*C tropfenweise mit 1M waSriger Natronlauge (10.32ml) in 5 Teilen versetzt. Nach weiteren 2h Reaktions- 
zeit bei Raumtemperatur wird die Losung durch tropfenweise Zugabe von 2M wafiriger Kaliumhydrogensul- 

io fatlosung auf pH5 gestellt. Die ausgefallenen Salze werden abfiltriert und mit wenig Dioxan nachgewaschen. 
Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum zur Trockene eingedampft und der Ruckstand je zweimal mit 
Ethanol sowie Dichlormethan:Methanol 1/1 koevaporiert. Die Reingung erfolgt durch Saulenchromatographie 
an Kieselgel durch Elution mit einem Gradienten von 10-20% Methanol in Dichlormethan (mit 1% 
Triethylamin) . Man erhalt das Produkt als weiBen Schaum. 

75 Ausbeute: 1.229g 

ESMS (Negative-Ion): 650.3(M-H)" 
R f 0.25 (Dichlormethan:Methanol/8:2) 

Beispiel 8 

20 

N-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethylamino)ethyl-N-(9-(N 6 "(4-methoxybenzoyl)adenosyl)acetyl) glycin 
(Mmt-Aeg(a MeOB2 )-OH) 

N-((4-methoxyphenyI)-diphenylmethyiamino)ethyl-N-(9-(N 6 -(4-methoxybenzoyl)adenosyl)acetyl) glycin- 

25 methyl ester (1.70g; 2.38mmol) 

wird in Dioxan (10ml) gelost und uber einen Zeitraum von 2.5h bei 0*C tropfenweise mit 1M wafiriger 
Natronlauge (10.32ml) in 5 Teilen versetzt. Nach weiteren 2h Reaktionszeit bei Raumtemperatur wird die 
Losung durch tropfenweise Zugabe von 2M waGriger Kaliumhydrogensulfatlosung auf pH5 gestellt. Die 
ausgefallenen Salze werden abfiltriert und mit wenig Dioxan nachgewaschen. 

30 Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum zur Trockene eingedampft und der Ruckstand je zweimal mit 
Ethanol sowie Dichlormethan:Methanol 1/1 koevaporiert. Die Reinigung erfolgt durch Saulenchromatogra- 
phie an Kieselgel durch Elution mit einem Gradienten von 10-20% Methanol in Dichlormethan (mit 1% 
Triethylamin). Man erhalt das Produkt als weiBen Schaum. 
Ausbeute: 1.6l9g 

35 ESMS (Negative-Ion): 698.3(M-H)~ 
R, 0.10 (Dichlormethan:Methanol/8:2) 

Beispiel 9 

40 N-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethyloxy )ethyl-N-((1 -thyminyl)acetyl) glycin (Mmt-Oeg(t)-OH) 

0.5g (1.28mMol) N-((4-Methoxyphenyl)-diphenylmethyloxy)ethylglycin wurden in 10 ml DMF suspen- 
diert und 0.47 ml (1.92 mMol) BSA wurden tropfenweise zugegeben. Nacheinander wurden dann 0.7 ml (5.1 
mMoi) Triethylamin und 0.26 g (1.28 mMol) Chlorcarboxymethylthymin zugefugt. Die Reaktionsmischung 

45 wurde 4 h bet Raumtemperatur geruhrt dann weitere 65 mg (0.32 mMol) Chlorcarboxymethylthymin 
zugegeben und noch fur 16 h geruhrt. Danach zog man das Losungsmittel im Vakuum ab und reinigte das 
Rohprodukt an einer Kieselgelsaute mit einem Gradienten von 5-15% Methanol und 1 % Triethylamin in 
Dichlormethan. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen wurden vereintgt und im Vakuum emgeengt. Das 
erhaltene braunliche Ol wurde in wenig Dichlormethan gelost und durch Zugabe von Diethylether das 

so Produkt ausgefallt. Man erhieit das Produkt als fast weiBes Pulver. 
Ausbeute:0.2l9 g 

Electrospray MS (Negativ Ion) 556.3 (M-H)~ 
R, 0.54 (CH 2 CI 2 :MeOH/8:2). 
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Beispiel 10 

4-Nitrophenyl 4-(4, 4 , -Dimethoxytrityloxy)-butyrat. Dmt-but-NPE 

5 Das Natriumsalz der 4-Hydroxybuttersaure (l.26g; 10mmol) wird in wasserfreiem Pyridin (30ml) gelost 

und mit 4,4 t -Dimethoxytritylchiorid (3.39g; 3.05mmol) versetzt. Nach 16 Stunden gibt man 4-Nitrophenol 
(L39g; 10mmol) und N.N'-Dicyclohexylcarbodiimid (2.06g; 10mmol) zu und ruhrt bei 22 # C fur weitere 48 
Stunden. Der abgeschiedene Dicyclohexylharnstoff wird abfiltriert und mit Dichloromethan gewaschen. Das 
Filtrat wird konzentriert und der erhaltene Ruckstand zweimal mit Toluol koevaporiert. Der Ruckstand wird 

10 uber eine Kieselgelsaule gereinigt (10-50% Ethylacetat und 1 % Triethylamin in Petrolether). Die ge- 
wunschte Verbindung fa lit in Form eines schwach gelblich gefarbten Ols an. 
Ausbeute 2.694g. 

MS (FAB, MeOH/NBA/LiCI) 534.2 (M + Li) + ; 527.2 M + . - - - 
R, 0.34 (Petrolether:Ethylacetate = 75:25). 

75 

Beispiel 11 
H-Oprg(t)-OH 

20 3.68 g Thyminylessigsaure werden in 20 ml trockenem DMF gelost und 6.65 g TOTU und 2.77 ml 

Triethylamin zugegeben. Die Mischung wird 30 min bei Raumtemperatur nachgeruhrt und dann langsam zu 
einer Losung bestehend aus 5.32 g (3-Hydroxypropyl)-glycin t 20 ml Wasser, 20 ml DMF und 5.54 ml 
Triethylamin zugetropft. Man ruhrt noch 1 h bei Raumtemperatur nach und engt dann am Rotations ver- 
dampfer im Vakuum ein. Der Ruckstand wird in Wasser aufgenommen. mit 1 N Salzsaure auf pH 1.5 

25 gestellt und mit Ethylacetat extrahtert. Die waSrige Phase wird mit gesattigter 

Natriumhydrogencarbonatlosung auf pH 5 gestellt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Ruckstand 
wird mit 250 ml Ethanol versetzt und das dabei ausgefallenen Natriumchlorid abgesaugt. Das Filtrat wird 
eingeengt und das Rohprodukt an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:2:1 unter Zusatz 
von 1% Triethylamin gefolgt von Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:4:1 unter Zusatz von 1% Triethyla- 

30 min chromatographisch gereinigt. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und am 
Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. 
Ausbeute: 3.2 g 

R f 0.15 (Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:2:1 + 1% Triethylamin) 
MS(ES + ): 300.2(M + H) + . 

35 

Beispiel 12 
Dmt-Oprg(t)-OH 

40 3.2 g H-Oprg(t)-OH werden ind 40 ml DMF gelost, 5.93 ml Triethylamin hinzugegeben und bei 0 # C 
eine Losung von 7.25 g Dmt-CI in 40 ml Dichlormethan innerhalb von 20 min zugetropft. Man ruhrt noch 2 
h bei Raumtemperatur nach, filtriert dann das ausgefallene Triethylaminhydrochlorid ab und engt das Filtrat 
am Rotationsverdampfer im Vakuum ein. Der Ruckstand wird in Dichlormethan aufgenommen, mit Wasser 
extrahiert, die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer im Vakuum 

45 eingeengt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 
10:2:1 unter Zusatz von 1% Triethylamin. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und am 
Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. 
Ausbeute: 3.46 g 

R, 0,28 (Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:2:1 + 1% Triethylamin) 
50 MS(ES + ) 602.4(M + H)+. 

Beispiel 13 

H-Obg(t(-OH 

55 

2.76 g Thyminylessigsaure werden in 15 ml trockenem DMF gelost und 4.92 g TOTU und 2.08 ml 
Triethylamin zugegeb n. Die Mischung wird 30 min bei Raumtemperatur nachgeruhrt und dann langsam zu 
einer Losung bestehend aus 4.41 g (4-Hydroxybutyl)-glycin, 10 ml Wasser, 10 ml DMF und 4.16 ml 
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Triethylamin 2ugetropft. Man rOhrt noch 3 h bei Raumtemperatur nach und engt das Gemisch am 
Rotationsverdampfer im Vakuum ein. Der Ruckstand wird in Wasser aufgenommen, rnit 1 N Salzsaure auf 
pH 1 .5 gestellt und mit Ethylacetat extrahiert. Die waBrige Phase wird mit gesattigter Natriumhydrogencar- 
bonatlosung auf pH 5 gestellt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wird an Kieselgel 
5 mit Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:2:1 unter Zusatz von 1% Triethylamin chromatographisch 
gereinigt Die das Produkt enthaitenden Fraktionen werden vereinigt und am Rotationsverdampfer im 
Vakuum eingeengt. 
Ausbeute: 3.7 g 

Rf0.11 (Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:2:1 + 1% Triethylamin) 
io MS(ES + ) 314.2(M + H) + . 

Beispiel 14 

Dmt-Obg(t)-OH 

3.6 g H-Obg(t)-OH werden in 40 ml DMF gelost, 9.5 ml Triethylamin hinzugegeben und bei 0*C eine 
Losung von 15.4 g Dmt-CI in 40 ml Dichlormethan innerhalb von 15 min zugetropft. Man ruhrt noch 2 h bei 
Raumtemperatur nach gibt weitere 40 ml Dichlormethan hinzu, filtriert dann das ausgefallene Tri ethyl am inn- 
ydrochlorid ab und engt das Filtrat am Rotationsverdampfer im Vakuum ein. Der Ruckstand wird' in 
Dichlormethan aufgenommen, mit Wasser extrahiert, die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und 
am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt an Kieselgel mit 
Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 15:1:1 unter Zusatz von 1% Triethylamin. Die das Produkt enthaiten- 
den Fraktionen werden vereinigt und am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. 
Ausbeute: 3.45 g 

Rt 0,29 (Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:2:1 + 1% Triethylamin) 
MS(ES + + LiCI) 622.3(M + Li) + . 

Beispiel 15 

30 H-Opeg(t)-OH 

2.76 g Thyminylessigsaure werden in 15 ml trockenem DMF gelost und 4.92 g TOTU und 2.08 ml 
Triethylamin zugegeben. Die Mischung wird 30 min bei Raumtemperatur nachgeruhrt und dann langsam zu 
einer Losung bestehend aus 4.83 g (5-Hydroxypentyl)-glycin, 10 ml Wasser, 10 ml DMF und 4.16 ml 
Triethylamin zugetropft. Man ruhrt noch 3 h bei Raumtemperatur nach und engt das Gemisch am 
Rotationsverdampfer im Vakuum ein. Der Ruckstand wird in Wasser aufgenommen, mit 1 N Salzsaure auf 
pH 1.5 gestellt und mit Ethylacetat extrahiert. Die waBrige Phase wird mit gesattigter Natriumhydrogencar- 
bonatlosung auf pH 5 gestellt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wird an Kieselgel 
mit Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:2:1 unter Zusatz von 1% Triethylamin chromatographisch 
gereinigt. Die das Produkt enthaitenden Fraktionen werden vereinigt und am Rotationsverdampfer im 
Vakuum eingeengt. 
Ausbeute: 3.34 g 

R f 0.19 (Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:2:1 + 1% Triethylamin) 
MS(DCI) 328.2(M + H) + . 

Beispiel 16 

Dmt-Opeg(t)-OH 

3.2 g H-Opeg(t)-OH werden ind 40 ml DMF gelost. 6.77 ml Triethylamin hinzugegeben und bei 0'C 
eine Losung von 9.94 g Dmt-CI in 40 ml Dichlormethan innerhalb von 15 min zugetropft. Man ruhrt noch 2 
h bei Raumtemperatur nach gibt weitere 40 ml Dichlormethan hinzu, filtriert dann das ausgefallene 
Triethyiaminhydrochlorid ab und engt das Filtrat am Rotationsverdampfer im Vakuum ein. Der Ruckstand 
wird in Dichlormethan aufgenommen, mit Wasser extrahiert, die organische Phase mit Natriumsulfat 
getrocknet und am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt an 
Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol/ Ethylacetat 15:1:1 unter Zusatz von 1% Triethylamin. Die das 
Produkt enthaitenden Fraktionen werden vereinigt und am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. 
Ausbeute: 3.6 g 
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R f 0,27 (Dichiormethan/Methanol/ Ethylacetat 10:2:1 + 1% Triethylamin) 
MS(ES + + LiCI): 636.4(M + Li)<. 

Beispiel 17 

5 

5'-ATC GTC GTA TT-(but)-agtc-hex 

Die DNA-Sequenz ist in Grofibuchstaben, die PNA-Sequenz in Kleinbuchstaben angezeigt (Beispiel fur 
den Strukturtyp Xlla in Schema 1). 
w Die Synthese der PNA's erfolgt beispielsweise an einem Ecosyn D-300 DNA Synthesizer (Fa. Eppen- 
dorf/Biotronik, Maintal) oder einem ABI 380B DNA Synthesizer (Fa. Applied Biosystems, Weiterstadt). Die 
Synthese des DNA-Teils wird im Prinzip nach der Standard Phosphoramidit-Chemie und den kommerziell 
"erhaltlichen Synthesezyklen durchgefuhrt. Zur Synthese des PNA-Teils "werden die Methoden der Peptid- 
Synthese, wie nachfolgend eriautert, an die DNA-Synthesezyklen angeglichen. 
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R 5 

R 6 

R 2 

V 

VIII a 

NC-CH 2 CH 2 -0- 

-N(i-C 3 H 7 >2 

H 

0 

VUI b 

CH 3 

-N(i-C 3 H 7 )2 

H 

0 

VIII c 

CsHs 

-N(i-C 3 H 7 )2 

H 

0 

VIII d 

C6H5-C(0)-S(CH 2 )2-S 

-N-pyrrolidin-1-yl 

H 

0 

VIII e 

NC-CH2CH 2 -0- 

-N(i-C 3 H 7 )2 

OCH3 

0 

VIII i 

NC-CH2CH2-O- 

-N(i-C 3 H 7 )2 

H 

NH 



Forme 1 IX (IXa, V=NH ; I Xb , V=0) 

25 

mit n = 1-8. bevorzugt 1-5, 
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5 



70 

F o rme I XIV 


75 



40 


45 



,Mmt 


F o rme I XV I 


50 


65 


3 umol des mit Mmt-hex-succ beladenen CPG-Tragers (Beladung 91 umol /g) aus Beispiel 4 werden 
nacheinander mit foigenden Reagenzien behandelt: 
Synthese des PNA-Teils (agtc-hex): 

1 . Dichlormethan 

2. 3 % Trichloressigsaure in Dichlormethan 

3. Acetonilril abs. 

4. 3.5 M Losung von 4-Ethylmorpholin in Acetonitril (Neutralisation) 
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5. 0.4 M LCsung von (Mmt-Aeg(c tBuB2 )-0H) aus Beispiel 5 in Acetonrtril:DMF = 9:l / 0.9 M Losung von 
ByBOP in Acetonitril / 3.5 M L6sung von 4-Ethylmorphofin in Acetonitril (10 Minuten Kupplungszeit). 

6. Schritt 5 wird viermal wiederholt. 

7. Acetonitril 

5 Die Schritte 1 bis 7, nachfolgend ein PNA-Reaktionszyklus genannt, werden zum Aufbau des PNA-Teils 3- 
mal wiederholt, wobei in Schritt 5 jeweils der laut Sequenz erforderliche Monomerbaustein aus den 
Beispielen 5 bis 8 eingesetzt wird. 

Konjugation des Linkers (agtc-hex — > (but)-agtc-hex ): 

8. Schritte 1 bis 4 von oben wiederholen 

10 9. 4-Nitrophenyl-4-(4, 4'-Dimethoxytrityloxy)-butyrat (105 mg) aus Beispiel 10 und Hydroxybenzotriazol 
(27 mg) in 2ml NEM in DMF fur 15 Stunden 

10. Waschen mit DMF 

1 1 . Waschen mit Acetonitril 

12. Dichlormethan 

75 Synthese des DNA-Teils 

((but)-agtc-hex ) -> 5'-ATC GTC GTA TT-(but)-agtc-hex): 

13. Acetonitril abs. 

14. 3 % Trichloressigsaure in Dichlormethan 

15. Acetonitril abs. 

20 16. 10 umol S'-O-Dimethoxytritylthymidin-S'-phosphorigsaure-^-cyanoethylester-diisopropylamidit und 50 
umol Tetrazol in 0.3 ml Acetonitril abs. 

17. Acetonitril 

18. 20 % Acetanhydrid in THF mit 40% Lutidinund 10 % Dimethylaminopyridin 

19. Acetonitril 

25 20. Jod (1.3 g in THFAA/asser/Pyridin; 70:20:5 = v:v:v) 

Die Schritte 13 bis 20, nachfolgend ein DNA-Reaktionszyklus genannt, werden zum Aufbau des Nucleotid- 
Teils 10-mal wiederholt, wobei im Schritt 16 jeweils das der Sequenz entsprechende S'-O-Dimethoxytrityl- 
(nucleobase)-3'-phosphorigsaure-j3-cyanoeth ylester-diisopropylamidit eingesetzt wird. 

Nach abgeschlossener Synthese erfolgt die Abspaltung der Dimethoxytritylgruppe wie in den Schritten 

30 1 bis 3 beschrieben. Durch 1.5-stundige Behandlung mit Ammoniak wird das Oligomer vom Trager 
gespalten und zugleich werden die 0-Cyanoethyl-Gruppen eliminiert Zur Abspaltung der exozyklischen 
Amino-Schutzgruppen wird die ammoniakalische Losung 5 Stunden bei 55 *C gehalten. Vom erhaftenen 
Rohprodukt (325 OD2ec)an 5'-ATC GTC GTA TT-(but)-agtc-hex werden 180 OD2&0 durch Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese gereinigt. Nach Entsalzung uber eine Biogel R -Saule (Fa. Biorad) erhalt man davon 50 

35 OD260 hochreines Oligomer. 

Beispiel 18 

5'-ATC GTC GTA TT-(Oeg(t))-agtc-hex 
40 (Beispiel fur den Strukturtyp Xa in Schema 2; Erklarung fur Oeg(t) vgl. Beispiel 9) 

Die Synthese erfolgt analog wie in Beispiel 17 beschrieben, wobei jedoch im Schritt 9 anstelle des Dmt- 
buttersaure-p-nitrophenylesters der Linkerbaustein Mmt-Oeg(t)-OH aus Beispiel 9 unter den in Schritt 5 
beschriebenen Bedingungen gekuppelt wird. Vom erhaltenen Rohprodukt (235 OD260) an 5'-ATC GTC GTA 
45 TT-(Oeg(t))-agtc-hex werden 135 OD2&0 durch Polyacrylamid-Gelelktrophorese gereinigt. Nach Entsalzung 
uber eine Biogel R -Saule (Fa. Biorad) erhalt man davon 20 OD260 hochreines Oligomer. 

Beispiel 19 

so N-ggg g(5'NH-C)T C S C S A S TGG GG S G S T (Sequenz gegen HSV-1) (Beispiel fur den Strukturtyp XI in 
Schema 2; s bedeutet eine Phosphorothioat-Brucke; (5'NH-C) bedeutet einen 5'-Aminocytidylat-Rest; N 
gleich Aminoterminus) 

Die Synthese efolgt ausgehend von einem CPG-Trager, welcher S'-Dmt-thymidin Uber dessen 3*-Ende 
gebunden halt. Es wird zunachst wie in Beispiel 17 beschrieben die Synthese des DNA-Teils durchgefuhrt 
5i> (Schritle 13 bis 20), wobei im Falle der Phosphorothioat-BrCicken ( s ) die Oxidation im Schritt 20 mil 
Telraethylthiuramdisulfid (TETD; User Bulletin No. 65 der Firma Applied Biosystems Inc.) erfolgl. Als 
Linkerbaustein wird ein Dmt-geschiitzter 5'-Amino-5'-desoxy-cytidylat-3*-phosphoramidit-Baustein der For- 
mel Vlllf eingesetzt. Danach werden die PNA-Bausteine analog zu den Schritten 1 bis 7 in Beispiel 17 
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ankondensiert. Nach abgeschlossener Synthese wird das Oligomer durch 1.5-stOndige Behandlung mit 
Ammoniak vom Trager gespalten und zugleich werden die 0-Cyanoethyl-Gruppen eliminiert. Zur Abspal- 
tung der exozyklischen Amino-Schutzgruppen wird die ammoniakalische Losung 5 Stunden bei 55 *C 
gehalten. Erst dann wird die Monomethoxytritylgruppe durch 2-stundige Behandlung mit 80 %-iger 
5 Essigsaure bei 22 * C abgespalten. Das Produkt wird mitteis Polyacrylamid-Gelelktrophorese gereinigt und 
uber eine Biogel R -Sauie (Fa. Biorad) entsatzt. 

Beispiet 20 

io S'-GweGMeG GCT CCA (Oeg(t))gg ggg t-hex 

(Beispiel fur den Strukturtyp Xa in Schema 2; ^ bedeutet eine Methylphosphonat-Brucke; Erklarung fur 
Oeg(t) vgl. Beispiel 9) 

Die Synthese erfolgt analog wie in Beispiel 18 beschrieben, wobei aber zum Einbau der Methylphos- 
75 phonatbrucken Me die entsprechenden Methylphosphonat-Bausteine der Formel VHIb im DNA-Reaktionszy- 
kius eingesetzt werden. 

Beispiel 21 

20 5'-C s ,sAs.sC GT SS T GAG (but)Ggg cat-hex (c-myc antisense) 

(Beispiel fur den Strukturtyp Xlla in Schema 1 ; s ,s bedeutet eine Phosphorodithioat-Brucke). 

Die Synthese erfolgt analog wie in Beispiel 17 beschrieben, jedoch wird zum Einbau der Dithioat- 
Brucken der Baustein Vllld eingesetzt und and diesen Steilen die Oxidation (Schritt 20) mit TETD 
25 durchgefuhrt. 

Beispiel 22 

N-cga g(5'NH-A)A CAT CA (Oeg(t))ggt cg-hex(c-fos antisense) 
30 (5*NH-A bedeutet S'-Arnino-S'-desoxyadenylat; Erklarung fur Oeg(t) vgl. Beispiel 9) 

Die Synthese efolgt analog wie in Beispiel 18 beschrieben, wobei nach AbschluB der DNA-Synthese 
analog zu Beispiel 13 ein S'-Aminonucleotid ankondensiert wird, welches die Konjugation des zweiten PNA- 
Teils erlaubt Es werden also zuerst sechs PNA-Synthesezyklen durchgefuhrt und dann der Linkerbaustein 
35 aus Beispiel 9 aufgekuppelt. Danach werden sieben DNA-Synthesezyklen durchgefuhrt, wobei im letzten 
Zyklus der Baustein der Formel Vlllf eingesetzt wird. Nachdem noch vier PNA-Synthesezyklen durchgefuhrt 
wurden, wird die Abspaltung vom Trager und weitere Aufarbeitung wie in Beispiel 19 beschrieben 
vorgenommen. 

40 Beispiel 23 

F-cga g(5'NH-A)A CAT CAT GGT sC s G-0-CH 2 CH(OH)CH2-0-C 1 6 H 33 

(5*NH-A bedeutet S'-Amino-S'-desoxyadenylat; F einen Fiuorescein-Rest am Aminoterminus des PNA und 
seine Phosphorothioat-Brucke) 

45 

Die Synthese efoigt analog wie in Beispiel 19 beschrieben, jedoch ausgehend von einem CPG-Trager, 
der den Glycerol-hexadecylether gebunden halt. Nach Ausfuhrung von 12 DNA-Synthesezyklen wird der 
Linkerbaustein Vlllf ankondensiert. Nachdem vier PNA-Synthesezyklen durchgefuhrt und die endstandige 
Mmt-Gruppe abgespalten wurde, kann die freie Aminofunktion mit einem 30-fachen UberschuB an Fluores- 
so ceinisothiocyanat (FITC) quantitativ umgesetzt werden. 

Beispiel 24 

3'-CCC TCT T-5*-(PEG)(PEG)-(Oeg(t))tg tgg g-hex 
56 (PEG bedeutet einen Tetraethylenglycolphosphatrest) 

Die Synthese efolgt beziiglich des PNA-Teils analog wie in Beispiel 17 beschrieben. Nachdem sechs 
PNA-Einheiten ankondensiert wurden, wird das (Mmt-Oeg(t)-OH) aus Beispiel 9 aufgekuppelt. Als Linker 
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wird dann wie im DNA-Synthesezyklus beschrieben zunachst zweimal das Tetraethylengylcolderivat der 
Formel XV ankondensiert, bevor die Synthese des DNA-Teils mit umgekehrter Orientierung (von 5* nach 3') 
durchgefuhrt wird. Dazu verwendet man in den DNA-Synthesezyklen anstelle der Nucleosid-3'-phosphora- 
midite im Schritt 16 jeweils die entspechenden Nucleosid-S'-phoshoramidite der Formel XIV, die kommer- 
5 ziell erhaltlich sind. Die weitere Entschtitzung und Aufarbeitung erfolgt wie in Beispiel 17 beschrieben. 

Beispiel 25 

N-ccc tct t-(C6-link)<PEG)-3'-AAG AGG G-5 f 
io (PEG bedeutet einen Tetraethylenglycolphosphatrest; C6-link ist ein 6-Aminohexanolphosphatrest) 

Die Synthese efolgt analog wie in Beispiel 17 (DNA-Synthesezyklus) beschrieben, jedoch ausgehend 
von einerh CPG-Trager, der 3'-0-Dmt-Des6xyguanosin uber eirie' S'-O-Sucdnatgruppe gebunden halt. 
Nachdem sechs DNA-Einheiten mit Hilfe der Bausteine der Formel XIV ankondensiert wurden, wird als 
75 Linker zunachst einmal das Tetraethylengylcolderivat der Formel XV ankondensiert, bevor zur Einfuhrung 
von C6-link das Phosphoramidit der Formel XVI gekuppelt wird. Danach wird der PNA-Teil wie in Beispiel 
17 (PNA-Synthesezyklus) ansynthetisiert. Die weitere Entschutzung und Aufarbeitung erfolgt wie in Beispiel 
19 beschrieben. 

20 Beispiel 26 

5'-TTT TTT TTT (but) ttt ttt-hex 

Die Synthese erfolgt analog wie in Beispiel 17 beschrieben. Bevor das Produkt vom Trager gespalten 
25 und entschutzt wird, entnimmt man eine Halfte des tragergebundenen DNA/PNA-Hybrids zur Fluoreszenz- 
markierung (Beispiel 27). 

Die andere Halfte wird wie in Beispiel 17 beschrieben entschutzt und aufgearbeitet. 
Beispiel 27 

30 

(FAM ist Fluorescein-Rest) 
S'-FAM-TTT TTT TTT (but) ttt ttt-hex 

Das tragergebundene DNA/PNA-Hybrid aus Beispiel 26 wird fluoreszenzmarkiert, indem die Schritte 13 
35 bis 20 wie in Beispiel 17 beschrieben durchgefuhrt werden, wobei im Schritt 16 das Fluorescein- 
phosphoramidit der Fa. Applied Biosystems eingesetzt wird. 

Beispiel 28 

40 5'-GGG GGG GGG (but) ttt ttt-hex 

Die Synthese erfolgt analog wie in Beispiel 17 beschrieben. Bevor das Produkt vom Trager gespalten 
und entschutzt wird, entnimmt man eine Halfte des tragergebundenen DNA'PNA-Hybrids zur Fluoreszenz- 
markierung (Beispiel 29). 

45 Die andere Halfte wird wie in Beispiel 17 beschrieben entschutzt und aufgearbeitet. Die Titelverbindung 
bindet als Triplex-forming Oligonucleotid mit hoher Affinitat an einen DNA-Doppelstrang, der das Homopu- 
rin-Motiv 5'-AAA AAA GGG GGG GGG-3' enthalt. 

Beispiel 29 

50 

(FAM ist Fluorescein-Rest) 
S'-FAM-GGG GGG GGG (but) ttt ttt-hex 

Das tragergebundene DNA/PNA-Hybrid aus Beispiel 28 wird fluoreszenzmarkiert, indem die Schritte 13 
55 bis 20 wie in Beispiel 17 beschrieben durchgefuhrt werden, wobei im Schritt 16 das Fluorescein- 
phosphoramidil der Fa. Applied Biosystems eingesetzt wird. 
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Beispiei 30 

Biotin-Cp h eGpheA GAA cat ca t(5 , NH-G)G(Ome)U(Ome) C(Ome)G(Ome)-VitE (c-fos antisense) 
(N(Ome) bedeutet eine Nucleotideinheit N mit einer 2'-0-Methoxygruppe; Phe bedeutet eine Phenylphospho- 
5 nat-BrUcke; 5*NH-G bedeutet 5*-Amino-5 f -desoxyguanylat). 

Die Synthese erfolgt analog wie in Beispiei 17 beschrieben ausgehend von CPG, welches mit Vitamin E 
beladen ist (MacKellar et at. (1992) Nucleic Acids Res, 20(13), 3411-17) und viermalige Kupplung des 
Bausteins der Forme! Vllle nach dem DNA-Synthesezyklus. Nach Aufkupplung des S'-Aminonucleotid- 

70 Bausteins der Formel Vlllf werden sechs PNA-Einheiten nach dem PNA-Synthesezykius ankondensiert. 
Nach Neutralisation wird nach bekannter Methode das Phosphoramidit auf die Aminofunktion gekuppelt und 
der DNA-Synthesezyklus zum Aufbau des DNA-Teils entsprechend wiederholt, wobei im Falle der Phenyl- 
phosphonat-Brucken die Bausteine der Formel Vlllc in Schritt 16 eingesetzt werden. Zuletzt erfolgt die 
Aufkopplung der Endgruppe mit dem Biotin-Phsophoramididt der Fa. Glen Research. Nach abgeschlosse- 

75 ner Synthese wird das Oligomer wie in Beispiei 19 beschrieben entschutzt, wobei die Dimethoxytritylgruppe 
am Ende durch 2-stundige Behandlung mit 80 %-iger Essigsaure bei 22 *C abgespaiten wird. 

Beispiei 31 

20 A CAT CA (Oeg(t)) ggt cg-hex (c-fos antisense) 
(Erklarung fur Oeg(t) vgl. Beispiei 9) 

Die Synthese efolgt analog wie in Beispiei 18 beschrieben. Dabei werden zuerst funf PNA-Synthesezy- 
klen durchgefuhrt und dann der Linkerbaustein Oeg(t) aus Beispiei 9 aufgekuppelt. Danach werden sechs 
25 DNA-Synthesezyklen durchgefuhrt. AnschlieSend wird die Abspaltung vom Trager und die weitere Aufarbei- 
tung wie in Beispiei 18 beschrieben vorgenommen. 

Beispiei 32 

30 A TAA TG (Oeg(t)) tct cg-hex (control oligomer for c-fos) 

Die Synthese efolgt analog wie in Beispiei 18 beschrieben. Dabei werden zuerst funf PNA-Synthesezy- 
klen durchgefuhrt und dann der Linkerbaustein Oeg(t) aus Beispiei 9 aufgekuppelt. Danach werden sechs 
DNA-Synthesezyklen durchgefuhrt. AnschlieBend wird die Abspaltung vom Trager und die weitere Aufarbei- 
35 tung wie in Beispiei 18 beschrieben vorgenommen. 

Beispiei 33 

a cat cat ggt cg-hex (c-fos antisense) 

40 

Dieses reine PNA-Oligomer wurde als Referenzverbindung analog wie in Beispiei 18 hergestellt. jedoch 
mit der Ausnahme. daB zwolf PNA-Cyclen durchgefuhrt wurden. Die Entschuztung der exozyklischen 
Amino- Schutzgruppen wird in ammoniakalischer Losung (5 Stunden bei 55* C) durchgefuhrt. Erst dann 
wird die Monomethoxytritylgruppe durch 2-stundige Behandlung mit 80 %-iger Essigsaure bei 22* C 
45 abgespaiten. 

Beispiei 34 

A (5-hexy-C)A(5-hexy-U) (5-hexy-C)A (Oeg(t)) ggt cg-hex (c-fos antisense) 
so (Erklarung fur Oeg(t) vgl. Beispiei 9; 5-hexy-C bedeutet 5-Hexinyl-cytidin, 5-Hexy-U bedeutet 5-Hexinyl- 
uridin) 

Die Synthese efolgt analog wie in Beispiei 31 beschrieben, wobei jedoch anstelle der normalen 
Pyrimidin-Phosphoramidite die entsprechenden 5-Hexinylpyrimidin-nucleosid-phosphoramidite in die Kon- 
55 densationsreaktion eingesetzt werden. 
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Beispiel 35 

(FAM ist Fluorescein-Rest) 
5'-FAM-TT (but) ttt ttt-hex 

5 

Die Synthase dieses PNA/'DNA-Oligomers erfolgt analog wie in Beispiel 27 beschrieben, wobei 
allerdings nur zwei Thymidylat-Einheiten ankondensiert werden. 

Beispiel 36 

10 

taa tac gac tea eta (5'HN-T) 

{5'HN-T bedeutet S'-Amino-S'-desoxythymidin) 

Dieses PNA/DNA-Oligomer, das aus 15 PNA-Einheiten und einer Nucleosid-Einheit aufgebaut ist, wurde 
75 als Primer fur die DNA-Polymerase-Reaktion synthetisiert. Dabei geht man von einem Festphasen-Trag r 
(Aminoalkyl-CPG) aus der das S'-Monomethoxytritylamino-S'-deoxythymidin uber dessen 3'-Hydroxygruppe 
als Succinat gebunden halt. Nach Abspaltung der Monomethoxytritylgruppe mit 3 % TCA in Dichlormethan 
werden 15 PNA-Cyclen wie in Beispiel 17 beschrieben durchgefuhrt. Die EntschOztung der exozyklischen 
Amino-Schutzgruppen wird in ammoniakalischer Losung (5 Stunden bei 55 • C) durchgefuhrt. Erst dann 
20 wird die Monomethoxytritylgruppe durch 2-stundige Behandlung mit 80 %-iger Essigsaure bei 22* C 
abgespalten. Man erhalt ein PNA/DNA-Oligomer mit einer freien 3'-Hydroxygruppe, welche als Primer fur 
eine DNA-Polymerase (Klenow) dient. 

Beispiel 37 

25 

Ps-rA(2'5')rA(2 , 5 t )rA(2 , 5 , )rA-spacer-(Oeg(t)tc etc ctg egg-hex 

(Ps bedeutet ein 5'Thiophopshat; spacer bedeutet ein Triethylenglycolphosphat; rA ist ein Riboadenyiat; 
(2 , 5 t ) bedeutet, dafi die Internucleotidbindung von 2* nach 5' in der Ribose verlauft) 

30 Die Synthese dieser Verbindung erfolgt analog wie in Beispiel 18 beschrieben, indem zunachst 14 
PNA-Einheiten ankondensiert werden. Nachdem der Linkerbaustein Mmt-Oeg(t)-OH aus Beispiel 9 unter 
den in Schritt 5 beschriebenen Bedingungen eingefuhrt wurde, spaltet man die Mmt Gruppe mit 3 % TCA 
ab und fuhrt den Spacer mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen Dmt-0-(CH 2 CH 2 0)3-0-P(-OCH2CH2CN)N(i- 
C3H 7 )3 Spacer-Phsophoramidits (Fa. Eurogentech; Brussel) ein. Das (2'5 f )-verknupfte Tetraadenylat wird 

35 wie in Beispiel 17 beschrieben mit Hilfe des kauflichen N^-Benzoyl-S'-O-Dmt-S'-O-tert-butyldimethylsilyl- 
adenosin-2 f -0-cyanoethyl-di-isopropylamino-phosphoramidits (Fa. Milligen, Bedford, USA) ansynthetisiert, 
wobei die Kondensationszeit auf 2 x 5 Min. verlangert wird. Anstelle von Tetrazol wird in der Kupplungsre- 
aktion der starkere Aktivator 5-Ethylthiotetrazol eingesetzt. Nach Abspaltung der letzten Dmt-Gruppe wird 
das Oligomer mit Bis(0-cyanoetyloxy)diisopropylaminophosphan an der 5 f -OH-Gruppe phosphityliert. Nach 

40 Oxidation mit TETD und Entschutzung mit Ammoniak und Desilylierung mit Fluorid erhalt man die 
Titelverbindung, welche RNase L stimuliert. 

Beispiel 38 

45 p s -Co(2 , 5')Co(2 , 5 t )Co(2 , 5 , )Co-spacer-(Oeg(t))tc etc ctg egg-hex 

(ps bedeutet ein 5'Thiophosphat; spacer bedeutet ein Triethylenglycolphosphat; Co ist Cordycepin (3 f - 
Deoxyadenosin); (2'5') bedeutet, dafi die Internucleotidbindung von 2* nach 5' in verlauft) 

Die Synthese wird analog wie in Beispiel 37 durchgefuhrt, jedoch wird anstelle des N 6 Benzoyl-S'-O- 

50 Dmt-3 , -0-tert-butyldimethylsilyl-adenosin-2'-0-cyanoethyl-di-isopropylamino-phosphoramidits das entspre- 

chende N 6 -Benzoyl-5'-0-Dmt-cordycepin-2'-0-cyanoethyl-di-isopropylamino-phosphoramidit (Fa. Chemo- 
gen, Konstanz) eingesetzt und die Fluoridbehandlung entfallt. 
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Beispiel 39 

5'-GG GGG GGG (Oeg(t)) ttt ttt ttt-hex 

5 Die Synthese erfolgt analog wie in Beispiel 18 beschrieben, wobei nach neun PNA-Kupplungen der 

Linkerbaustein Mmt-0eg(t)-OH aus Beispiel 9 unter den in Schritt 5 beschriebenen Bedingungen ankonden- 
siert wird, der die nachfolgende Kondensation von acht Guanylatresten erlaubt. Das resultierende PNA/DNA- 
Ofigomer bindet mit hoher Affinitat in antiparalleler Orientierung als Triplex-Forming-Oligonucleotid an 
doppelstrangige DNA, welche die Sequent 5'..AAAAAAAAAAGGGGGGGG..3' aufweist. 

10 

Beispiel 40 

Charakterisierung der PNA/DNA-Hybride 

75 Die Charakterisierung erfolgt mit Hilfe der HPLC, Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) und Negati- 

vionen Elektrospray Massenspektrometrie (ES-MS"). Die Produkte werden wie oben beschrieben gereingt 
und zeigen danach bei der PAGE (20% Acrylamid, 2% Bisacrylamid und 7 M Harnstoff) eine einheitliche 
Bande. Die HPLC erfolgt auf Reversed Phase Saulen RP-18 der Fa. Merck (Eluent A:Wasser mit 0.1% TFA, 
B: Wasser/Acetonitril = 1:4; linearer Gradient) oder auf einer PA-100-Saule der Fa. Dionex (Eluent A: 20 

20 mM NaOH and 20 mM NaCI; B:20 mM NaOH und 1.5 M NaCI; linearer Gradient). 

Fur die ES-MS" werden die PNA/DNA-Hybride durch Ammoniumacetat-Fallung oder andere Umsalzung in 
die Ammonium-Salze ubergefuhrt. Die Probenaufgabe efolgt aus einer Losung in Acetonitril/Wasser (1:1) 
mit 5 OD 2 5o/ml Oligomer. Die Genauigkeit der Methode liegt bei ca. ± 1.5 Dalton. 

25 Beispiel 41 

Bestimmung der Zellaufnahme und Stabilitat nach radioaktiver Markierung 
Radioaktive Markierung: 

30 Eine allgemein anwendbare Markierung mit 35 S besteht darin, da6 man bei der Synthese des DNA-Teils 
mindestens eine Oxidation im DNA-Synthesezyklus (Schritt 20 in Beispiel 17) mit elementarem 35 S 
durchfuhrt. PNA/DNA-Hybride, die eine freie 5'-Hydroxygruppe haben, konnen mit Hilfe der Polynucleotid- 
Kinase nach an sich bekanneten Methoden mit 32 P oder 35 S markiert werden. 

PNA/DNA-Hy bride, die erne freie 3'-Hydroxygruppe tragen, konnen nach bekannter Art mit S'-terminaler 
35 Transferase markiert werden. Als Beispiel ist hier die S'-Markierung des DNA-Teils wiedergegen: Das 
PNA/DN A- Hybrid mit einer freien S'-Hydroxygruppe (500 pmol) aus Beispiel 17, 18 oder 26 wird in 425 ul 
Wasser gelost, diese Losung auf 90 *C erhitzt und abgeschreckt. Dann gibt man 50 ul 10 x Kinase-Puffer 
und 50 ul 32 P Gamma-ATP (6000 Ci/ mmol) bzw. 35 S-Gamma-ATP zu und inkubiert 1 Stunde bei 37 *C. Die 
Reaktion wird durch Zugabe von 0.5 M EDTA-Losung gestoppt. Die Entsalzung erfolgt mit Hilfe einer 
40 NAP R -Saule der Firma Pharmacia. 
Bestimmung der Zellaufnahme: 

Man inkubiert Vero-Zellen in 96-Napf Mikrotiterplatten in DMEM, 5 % FCS fur 24 Stunden bei 37 *C. 
Nachdem das Medium entfernt wurde. wascht man die Zellen noch zweimal mit serumfreien DMEM. Das 
radioaktiv markierte Oligomer (10 b cpm) wird mit nichtmarkiertem Oligomer auf eine Konzentration von 10 

45 uM in Serum verdunnt und die Zellen bei 37 *C damit inkubiert. Nach 1, 7 und 24 Stunden werden jeweils 
150 ul entnommen (Bezeichnung: "Uberstand 1"). Die Zellen in den Napfen der Mikrotiterplatten werden 7- 
mal mit 300 ul frischem Medium gewaschen und die vereinigten Waschmedien (Bezeichnung: "Uberstand 
2") im Szintillationszahler gemessen. Danach gibt man 100 ul Trypsinlosung zu, wartet 30 Sekunden und 
zieht den Uberstand ab. Zur Ablosung der Zellen von der Platte inkubiert man 3 Min. bei 37 °C. Die 

so abgelosten Zellen werden in 1.5 ml Eppendorf-gefaBe ubergefuhrt und bei 2000 rpm fur 6 Minuten 
zentrifugiert ("Uberstand 3"). Die Uberstande i (5ul), 2 und 3 (0.5 ml) werden jeweils separat am 
Szintillationszahler gemessen. Daraus errechnet sich die Aufnahme des Oligomers in pmol per 100 000 
Zellen, wobei Uberstand 3 die zellgebundene Oligomerfraktion und die Summe der Uberstande 1 und 2 die 
nicht zellgebundene Oligomerfraktion darstelten. 
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Ergebnis: 


Inkubationszeit in 
Stunden 

Zellaufnahme in pmol Oligomer / 10 s Zellen 

PNA/DNA-Hybrid 

DNA 

1 

0.25 

0.36 

7 

0.54 

0.57 

24 

0.75 

0.78 


Untersuchung der Stabiltat des Oligomers im Medium mit Zellen: 
Der Oberstand 1 (10 ul) wird mit 5 ul 80 % Formamid (mit Xylencyanol und Bromphenotblau) gemischt auf 
95 *C erhitzt (5 Minuten) und auf ein Polyacrylamidgel (20 % Acrylamid, 7 M Harnstoff) geladen. Nach der 
75 Entwicklung des Gels im elektrischen Feld ordnet man die Banden auf dem Gel mitteis Autoradiography 
dem "Stabilen Oligomer" bzw. die Fehlbanden dem "abgebauten Oligomer" zu. 

Das PNA/DNA-Oiigomer aus Beispiel 26 ist nach 24 Stunden Inkubationszeit zu 69 % stabil; DNA- 
Oligomer zu 3 % stabil. 

Das PNA/DNA-Oligomer aus Beispiel 31 besitzt unter diesen Bedingungen eine Halbwertszeit von 32 h, 
20 wahrend das entsprechende DNA-Oligonucleotid eine Halbwertszeit von ca. 2 h aufweist. 

Beispiel 42 

Bestimmung der Zellaufnahme nach Fluoreszenz-Markierung: 

25 

Man laBt die COS-Zellen bis zur Konfluenz in Dulbecco's MEM, das mit 10 % FCS supplementiert 
wurde. in 5 cm Petrischalen heranwachsen. Die Zellen werden zweimal mit serumfreien DMEM gewaschen. 
Mit Hilfe einer sterilen Nadel wird eine Flache von ca. 1 cm 2 in der Mitte der Petrischale eingekratzt In 
diese Flache wird die zu untersuchende PNA/DNA-Oligomeriosung (0.1 mM) aufgebracht. Es wird bei 37 *C 

30 unter CO2 Atmosphare inkubiert Nach 2, 4 und 16 Stunden werden die Zellen durch Fluoreszenzmikrosko- 
pie untersucht. Dazu werden die Zellen viermal mit serumfreien DMEM gewaschen, mit einem Glastrager 
abgedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop bzw. durch Phasenkontrast bewertet. Als Vergleich zu den 
PNA/DNA-Hybridmolekulen wurde ein fluoreszenzmarkiertes PNA (ohne DNA-Teil) F-(but)-tttt ttt-hex unter- 
sucht. Nach zwei Stunden Inkubation der Zellen mit diesem PNA zeigen > 90 % der Zellen Anzeichen 

35 starker morphologischer Veranderungen und Zelltod. 

Die meisten Zellen weisen starke Vakuolisierung auf. Die Plasmarnernbran, das Cytosol und der Nucleus 
zeigen keine Aufnahme an PNA. Nach weiteren zwei Stunden Inkuabtion mit dem reinen PNA sind alle 
Zellen abgestorben. Anders verhalt es sich mit den erfindungsgemaBen DNA'PNA-Oiigomeren. Bereits nach 
zweistundiger Inkubation der Zellen mit den DNA/PNA-Oligomeren weisen die Zellen eine punktformige 

40 intrazellulare Verteilung der DNA/PNA-Oligomeren auf. Die Zellen erleiden auch nach langerer Inkubation 
keinen Zelltod. 

Beispiel 43 

45 Bestimmung der Schmelztemperaturen: 

Die Bestimmung der Schmelztemperaturen erfolgen mit Hilfe eines HP 8452A Diodenarray-Spektropho- 
tometers, eines HP 89090A Pettier-Elements und der HP Temperature Control Software Rev. B5.1 (Fa. 
Hewlett Packard). Es wtrd in 0.5*C/min. Schritten in 10mM HEPES und 140 mM NaCI (pH 7.5) als Puffer 
so gemessen. Die Oligomerkonzentration betragt 0.5 bis 1 OD260 pro ml. 

Ergebnis fur das Produkt aus Beispiel 17 bzw. 18: 
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T M gegen DNA 


5'-ATC GTC GTA T(Oeg(t)a gtc-hex 
3'-TAG CAG CAT A AT CAG-5' 


T M = 51.5 °C 
antiparallel 


5'-ATC GTC GTA T(Oeg(t)a gtc-hex 
5'-TAG CAG CAT A AT CAG-3' 


T M < 20°C 
parallel 


5'-ATC GTC GTA TT(but)a gtc-hex 
3'-TAG CAG CAT AA T CAG-5' 


T M = 51.0 °C 
antiparallel 


5'-ATC GTC GTA TTA GTC-3' 
3'-TAG CAG CAT AAT CAG-5' 


T M = 50.5 °C 

DNA DNA antiparallel 


5'-ATC GTC GTA TT(but) a gtc-hex 
5'-TAG CAG CAT AA T CAG-3' 


T M < 20°C 
parallel 
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10 


20 


Sequenz 

gegen DNA gegen RNA 
(T = U) 

5'- ACA TCA TGG TCG -3' DNA ap 50.7°C 48.6 °C 

3'- TGT AGT ACC AGC -5' 

5'- ACA TCA tgg teg -3' (PNA-DNA) ap 54.5 °C 54.7 °C 
3'- TGT AGT ACC AGC -5' 

5'- ACA TCA tgg teg -3' (PNA-DNA) p 20 °C < 20 °C 

5'- TGT AGT ACC AGC -3' 


25 


5'- aca tea tgg teg -3' PNA ap 58.8 °C 66.6 °C 

30 3'- TGT AGT ACC AGC -5' 

5'- aca tea tgg teg -3' PNA p 46.3 °C 44.8 °C 

35 

5'- TGT AGT ACC AGC -3' 


^ 5'- ACA TCA TGfi TCfi -3' S-DNA ap 46.7 °C 43.8 °C 

3'- TGT AGT ACC AGC -5' 

TGG TCG bedeutet ein DNA-Teil, bei dem aite Internucleotid-Bindungen als Phosphorothioat vorliegen. 
45 Definition fur p und ap s. Seite 5. 

Beispiel 44 

Testung auf antivirale Aktivitat: 

50 

Die antivirale Aktivitat der Prufsubstanzen gegen verschiedene humanpathogene Herpesviren wird tm 
Zellkulturtestsystem untersucht Fur den Versuch werden Affennierenzellen (Vero, 2x10° /ml) in serumhalti- 
gem Dulbecco's MEM (5 % Fotaies Kalberserum FCS) in 96-Napf-Mikrotiterplatten ausgesat und 24 h bei 
37 *C und 5 % CO2 inkubiert. Das serumhaltige Medium wird dann abgesaugt und die Zellen werden 
55 ^wetmal mil serumfrei m Dulbecco's MEM (-FCS) uberspult. Die Testsubstanzen werden in H2O auf eine 
Konzentration von 600 aM vorverdunnt und bei -18 'C aufbewahrt. Fur den Test erfolgen weilere Verdun- 
nungsschrttte in Dulbecco's Minimal Essential Medium (MEM). Je 100 ul der einzelnen Prufsubstanzver- 
dunnungen werden zusammen mit 100 ul serumfreiem Dulbecco's MEM (-FCS) zu den gespulten Zellen 
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gegeben. Nach 3 h Inkubation bei 37 *C und 5% C0 2 werden die Zellen mit Herpes simplex Virus Typ 1 
(ATCC VR733, HSV-1 F-strain) Oder mit Herpes simplex Virus Typ 2 (ATCC VR734, HSV-2 G-Strain) 
infiziert in Konzentrationen, bei denen der Zellrasen innerhalb von 3 Tagen vollkommen zerstort wird. Bei 
HSV-1 betragt die Infektionsstarke 500 Plaque-bildende Einheiten (PFU) pro Napf, bei HSV-2 350 

5 PFU/Napf. Die Versuchsansatze enthalten dann Prufsubstanz in Konzentrationen von 80 uM bis 0,04 uM in 
MEM, erganzt durch 100 U/ml Penicillin G und 100 mg/l Streptomycin. Alle Versuche werden als 
Doppelbestimmung durchgefuhrt mit Ausnahme der Kontrollen, die achtfach je Platte durchgefuhrt werden. 
Die Versuchsansatze werden 17 h bei 37 *C und 5 % CO2 inkubiert. Die Cytotoxizitat der Prufsubstanzen 
wird nach 20 h Gesamtinkubationszeit durch mikroskopische Begutachtung der Zellkulturen bestimmt. Als 

io Dosis tolerata maxima (DTM) wird die hochste Praparatkonzentration bezeichnet, die unter den genannten 
Versuchsbedingungen noch keine mikroskopisch erkennbaren Zellschadigungen hervorruft. Es erfolgt 
daraufhin die Zugabe von FCS auf eine Endkonzentration von 4 % mit weiterer Inkubation fur 55 h bei 
37 °C und 5% CO2. Die unbehandelten Infektionskontrolten zeigen dann einen kompletten cytopathischen 
Effekt (CPE). Nach mikroskopischer Begutachtung der Zellkulturen werden diese dann mit Neutralrot 

75 entsprechend dem Vitalfarbungsverfahren nach Finter (1966) angefarbt. Die antivirale Aktivitat einer Test- 
substanz wird definiert als minimale Hemmkonzentration (MHK), die benotigt wird, um 30-60 % der Zellen 
vor dem virusbedingten cytopathogenen Effekt zu schutzen. Die Aktivitat der PNA/DNA-Chimaren ist jeweils 
besser als die der entsprechenden DNA-Oligomeren oder PNA-Oligomeren. 

20 Beispiel 45 

Bestimmung der in vivo Aktivitat: Inhibition der c-Fos Protein- Expression in der Ratte: 
Die Bestimmung erfolgt wie beschrieben (Sandkuhler et al. (1991) in : 

Proceedings of the Vlth World Congress on Pain, Charlton and Woolf, Editors; Elsevier, Amsterdam; Seite 

25 313-318) durch Superfusion des Ruckenmarks. 

Nach Laminektomy einer Barbiturat-anasthesierten Sprague-Dawley Ratte wird ein Zweikammer-Behaltnis 
aus Silikon zur Aufnahme des Antisense Oligomers gebildet. Eine Kammer wird mit dem Antisense 
PNA/DNA-Derivat gefullt, wahrend die andere Kammer mit dem Kontroll Oligomer gefullt wird (Konzentra- 
tion je 75 uM). Jeweils nach einer Stunde wird das Superfusat ausgetauscht. Nach 6 Stunden Superfusion 

30 wird die c-fos Expression durch Hitzebehandlung (52 *C) der Hinterlaufe stimuliert. Die Inhibiton der c-fos 
Expression kann immunohistochemisch an entsprechenden Gewebeschnittproben nachgewiesen werden. 
Das c-fos Antisense-Oligonucleotid aus Beispiel 31 bewirkt eine starkere Inhibition der c-fos Expression als 
das entsprechende DNA-Oligonucleotid und das ensprechende PNA-Oligomer aus Beispiel 33. 

35 Beispiel 46 

RNase-H-Assay 

Zur Bestimmung der RNase-H-Aktivitat werden 1.3 OD des zu untersuchenden PNA/DNA-Oligomers mit 
40 0.5 OD der komplementaren RNA-Sequenz (Target-Sequenz) in 50 u! autoklaviertem, mit DEPC (Diethylpy- 
rocarbonat) behandeltem Wasser, gelost; 5 Minuten auf 80 "C erwarmt und anschlieSend binnen 15 
Minuten auf 37 *C abgekuhlt. Hierdurch werden zunachst beide Oligomere denaturiert, die nach Abkuhlen 
in sequenzspezifischer Weise einen Nucleinsaure-Doppelstrang ausbilden. 

Fur den Test inkubiert man diesen RNA* PNA/DNA- Duplex mit 10 u\ RNase H 10x Puffer, 1 ul 
45 Dithiothreitol (DTT) und 2 ul (entsprechend 10 u) RNase H der Firma USB. Der Inkubationsansatz wird mit 
autoklaviertem, DEPC behandeltem Wasser, auf das gewunschte Gesamtvolumen von 100 ul vervollstan- 
digt. Die Proben werden bei 37 °C inkubiert. Fur die kinetische Untersuchung wurden nach 0, 2 min, 10 
min, und 1 h jeweils 20 ul der Losung abgenommen, fur 5 Minuten auf 95 °C erhitzt und bet - 70 *C bis 
zur Analyse eingefroren. Die Untersuchung der RNase H-Spaltung der RNA erfolgt durch Gelelektrophore- 
50 se. 

Es zeigte sich, daB PNA/DNA-Hybride, die Desoxyribonucleotid-Bausteine enthalten, die RNase H aktivie- 
ren, wobei der komplementare RNA-Strang gespalten wird, wahrend das PNA/DNA-Oligomer unversehn 
aus der Reaktion hervorgeht. Die Spaltungsreaktion mit dem PNA/DNA-Oligomer verlauft etwas langsamer 
als mit einem entsprechenden Oligodeoxyribonucleotid gieicher Lange und Sequenz. 

55 
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Beispiel 47 

Herstellung eines HeLa-Zellextraktes mit RNase L-Aktivitat 

5 Urn die Aktivitat der zellularen Endoribonuklease L durch die 2'5'-Tetraadenylat-PNA/DNA-Konjugate zu 

stimulieren, wurde ein HeLa-Zellextrakt hergestellt Dazu versetzt man 35 Flaschen mit je 20 ml Medium mit 
Dulbeccos MEM (minimal essential medium) und 10 % FCS (fotales Kalberserum). Die Ernte der Zelien 
kann nach Trypsinbehandlung vorgenommen werden. Nach Zentrifugation bei 1000 rpm werden 4 ml 
Zellernte erhalten. Diese fullt man zunachst mit 4 ml Wasser auf und gibt nach 3 Minuten 4 ml Puffer A 

io (5,48 g HEPES; 15,5 g KCI; 2,488 g Mg-Acetat; 1232 ul 2-Mercapto-ethanol ad 1 I Wasser) zu, urn die 
Zellen zu lysieren. AnschlteSend zentrifugiert man die Losung fur 30 Minuten bei 0 ° C in einer Ultrazentri- 
fuge bei 30.000 rpm (ca. 100.000 g) . Der Uberstand von 8 ml Zellextrakt wird abgenommen und fur die 
folgenden Untersuchungen bei - 20 * C eingelagert. _ - ... 

75 Beispiel 48 

Untersuchung auf Aktivierung der RNase L 

Fur die Untersuchung dieses Extraktes auf die Endonuklease L werden zunachst 0.3 OD der RNA- 
20 Targetsequenz mit den jeweiligen PNA/DNA-Oligomeren 5 Minuten auf 80 *C erwarmt und anschlieBend 
zur Hybridisierung auf 37 # C abgekuhlt. Der Duplex wird mit 20 al des Extraktes, 1.2 ul Glycerin und 
RNase L-Puffer versetzt und bei 37 • C inkubiert. Das Gesamtvolumen betragt anschlieBend 70 ul. Fur die 
kinetischen Untersuchungen werden Proben zu den Zeiten 0, 20 und 60 Minuten abpipettiert und zur 
Denaturierung der Enzyme 5 Minuten auf 95 *C erhitzt. Die Proben werden in einem Speedvac lyophilisiert 
25 und durch Geleiektrophorese analysiert. Die PNA-2'5'-Tetradenylat-Konjugate bzw. Tetracordycepin-Analoga 
aktivieren die zellulare RNase L, wahrend entsprechende Verbindungen ohne den Tetraadenylat-Teil die 
RNase L nicht stimulieren. 

Beispiel 49 

30 

DNA-Polymerase-Reaktion 

Als Templat fur die DNA-Potymerase Reaktion dient folgendes 81-mer Oligodeoxynucleotid: 
5'-GCC CCA GGG AGA AGG CAA CTG GAG CGA AGG CGC TTG TGG AGA AGG AGT TCA TAG CTG 
35 GGC TCC CTA TAG TGA GTG GTA TTA-3' 
Die Sequenz des PNA/DNA-Primers ist: 
H-taa tac gac tea eta (5NH-T)-OH 3'. 

Als Kontroll-Primer wird ein entsprechendes Oligodeoxynucleotid der Sequenz 5*- TAA TAC GAC TCA 
CTA TAG-3* eingesetzt. 

40 Der Primer (0.15 nmol) und das Templat (0.15 nmol) in 5 ul 10x PCR Puffer (500 mM KCI, 100 mM 
Tris-HCI, pH9, 1 % Triton X-100, 15 mM MgCb) werden mit 35 ul Wasser verdiinnt und durch Erhitzen auf 
95 *C und Abkuhlen hybridisiert. Dann gibt man 10 ul 2mM dNTP-Mischung (Nucleosid-5'-triphosphate) 
und 3 ul DNA-Polymerase (Klenow Fragment) zu und inkubiert je 0.5 Stunden bei 22 • C und 37 * C. Die 
Reaktionslosung wird danch auf einem 10 % Polyacrylamid-Gel (mit 1 % Bis) analysiert. Als Marker tragt 

45 man pBR322/Haelll-Verdau auf. Die Reaktion mit dem Kontroll-Primer zeigt ein doppelstrangiges DNA- 
Fragment mit der erwarteten GroBe relativ zum Marker, wahrend das Produkt aus dem PNA/DNA-Primer 
etwas schneller wandert. In beiden Fallen wandert in der Geielektrophorese der Doppetstrang wesentlich 
schneller als der Templat-Einzelstrang. 

so Patentansprtiche 

1. Polyamid-Oligonucleotid-Derivate der Formel I, 
F[(DNA-Li) q (PNA-U) r (DNA-Lt) s (PNA) l ] x F i (I) 

55 

dadurch gekennzeichnet, daB 

q, r, s, t unabhangig voneinander Null oder 1 bedeuten, wobei die Summe zweier oder mehrerer 
benachbarter q, r, s und t £ 2 sind; 

45 
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x 1 bis 20 ist; 

DNA fur eine Nucleinsaure wie DNA oder RNA oder ein bekanntes Derivat derselben steht; 

Li eine kovalente Verknupfung zwischen DNA und PNA ist, wobei die kovalente Verknup- 

fung eine Bindung oder einen organischen Rest mit mindestens einem Atom aus der 
5 Reihe C, N, O oder S beinhaltet; 

PNA eine Polyamidstruktur bedeutet, welche mindestens eine Nucleobase enthalt, die von 

Thymin verschieden ist; und 
F und F Endgruppen sind und/oder uber eine kovalente Bindung miteinander verbunden sind, 


sowie deren physiologisch vertragliche Saize. 

70 

2. Polyamid-Oligonucleotid-Derivat gemaG Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS x fur 1 bis 5 steht. 

3. Polyamtd-Oiigonucleotid-Derivat gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS x fur 1 steht. 

75 4. Polyamid-Oligonucleotid-Derivat gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS 
x 1 ist und 

q = r = 1 und s = t = Null oder 
r = s = 1 und q = t = Null oder 
q = r = s = 1 und t = Null oder 
20 r = s = t = 1 und q = Null sind. 

5. Polyamid-Oligonucleotid-Derivate der Formeln la und lb gemafi den Anspruchen 1 bis 4, 
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dadurch gekennzeichnet, da8 


30 


35 


40 


q, r, s, t 

R2 
B 


Nu 


1 bis 20 bedeutet, wobei fur x>1 r = s = 1 und gleichzeitig q = t=Null und 
o = n = Null bis 5 sind; 

unabhangig voneinander Null Oder 1 bedeuten, wobei die Summe zweier 
Oder mehrerer benachbarter q, r, s und t£2 ist; 

Wasserstoff, Hydroxy, Ci-Cis-Alkoxy, Halogen, Azido Oder Amino bedeutet; 
unabhangig voneinander fur eine in der Nucleotidchemie ubliche Base, 
beispielsweise fur natiirliche Basen wie Adenin, Cytosin, Thymin, Guanin, 
Uracil, Inosin Oder unnaturliche Basen wie beispielsweise Purin, 2.6-Diamino- 
purin, 7-Deazaadenin, 7-Deazaguanin, N 4 N 4 -Ethanocytosin, N 6 r^-Ethano^.G- 
diaminopurin, Pseudoisocytosin, 5-Methylcytosin, 5-Fluoruracil, 5-(C3-Ce)-AI- 
kinyturacil, 5-(Ca-Cs)-Alkinylcytosin Oder deren Prodrugformen steht, 
und die "geschweifte Klammer" andeutet, dai3 sich R 2 und der benachbarte 
Substituent in 2'- und 3*-Stellung oder auch umgekehrt in 3'- und 2 r -Stellung 
befinden konnen; 

fur einen Rest der Formeln Ma Oder lib steht 
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25 


30 


35 


R 2 und B 
U 

R 3 
R 4 

R 3 und R* 


V 

W 

Y 

m 

o 

D 


worin 

wie oben definiert sind; 

Hydroxy, Mercapto, Ci -Cis-AikyI, Ci -C 18 -Alkoxy. C G -C?o-Aryl, Cs-Cn-Aryl- 
C--C B -alkyl, NHR 3 oder NR 3 R 4 bedeutet und 
d-Cis-Alkyl oder Ci -C*-Alkoxy-Ci -C^alkyl ist, und 
C--Ci 8 -Alkyl ist oder 

zusammen mit dem sie tragenden Stickstoffatom einen 5-6-gliedrigen hetero- 

zykltschen Ring bedeutet, der zusatziich ein weiteres Heteroatom aus der 

Reihe 0, S, N enthalten kann; 

Oxy, Sulfantdyl oder Imino bedeutet; 

Oxo oder Thioxo bedeutet; 

Oxy, Sulfanidyl, Methylen oder Imino bedeutet; 

= Null bis 20; 

= Null bis 20; 

einen Rest der Formel III bedeutet. 
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45 


50 
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CH,-CH,-N — CH* — C — 
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worin B wie oben definiert ist; 
einen Rest der Formel IV bedeutet 
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10 


20 


25 


30 


— N — CH 2 -CH 2 -N — H 2 C — C 


0-C (iv) 

i 

CH 


2 


worin B wie oben definiert ist 
75 n = Null bis 20; 

p = Null bis 20; 

Lii , L12, U3 und Li* unabhangig voneinander jeweils eine Struktur der Formel V 


[(V , )-(G)-(G , )] t (V) 

ist, wobei unabhangig voneinander 
e = 1 bis 5 ist, 

V Sauerstoff, NH, eine Bindung Oder einen Rest der Formel VI 


(VI ) 


w 


35 bedeuten, 

worin U, V, W und Y wie oben definiert sind; 
G Ci-Ci2-Alkandiyl, wobei Alkandiyl gegebenenfalls durch Halogen, Amino, 

Hydroxy, C1 -C1 8 -Alkyl, Ci-Cis-Alkoxy, Cs-Cn-Aryt oder C 6 -Ci *-Aryl-Ci -Ci 8 - 
Alkyl substituiert sein kann; C6-Ci4-Aryl-di-Ci -Ci 2 -Alkandiyl oder einer Grup- 
40 pe der Formel (CH2CH 2 0) { CH 2 CH2, worin 5 gleich 1 bis 11 sein kann; oder 

fur eine Bindung stehen kann; und 
G* Oxy, Sulfanidyl, Imino, -C(O)-, -C(0)NH-, eine Bindung oder einen Rest der 

Formel VI bedeuten, worin U, V, W und Y wie oben definiert sind; und 
F und P uber eine Bindung verknupft sind und/oder 

45 F fur R° - (A) k - V - und 

F' in Formel la fur - (Q), - R 1 und in Formel lb fur V 1 - (A), - R 1 stehen, wobei R° 

Wasserstoff, Ci-Cis-Alkanoyl, C1 -CiB-Alkoxycarbonyl, Ca-Cs-Cycloalkanoyl, 
C7-C:5-Aroyl, Cs-CTS-Heteroaroyl Oder eine Gruppe bedeuten, die die intra- 
zellulare Aufnahme des Oligomers begunstigt Oder als Markierung einer 
50 DNA-Sonde dient Oder bei der Hybridisierung des Oligomers an die target- 

Nucleinsaure diese unter Bindung, 
Quervernetzung oder Spaltung angreift; Oder, 

falls k = Null ist, R° Wasserstoff ist Oder zusammen mit V fur einen Rest der 
Formel VII 
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2 P 

II 

W 


z • 


(VII) 


steht. wortn 

Z und Z* unabhangig voneinander Hydroxy, Mercapto, Ci -C22-Alkoxy, Ci- 
Ci8-Alkyl ( C 6 -C 2 o-Aryi, C 6 -Ci 4-Aryl-Ci -d s-Atkyl, Ci -C 2 2-Alkylthio, NHR 3 , 
NR 3 R 4 , oder eine Gruppe bedeuten, die die intrazellulare Aufnahme des 
Oligomers begunstigt Oder als Markierung einer DNA-Sonde dient oder bei 
der Hybridisierung des Oligomers an die target-Nucleinsaure diese unter 
Bindung, Quervernetzung oder Spaltung angreift, und worin 

R 3 , R 4 , V und W wie oben definiert sind; 

R 1 Wasserstoff oder Q * 

wobei R 1 immer nur dann Wasserstoff ist, 
wenn gleichzeitig I = Null und 

in Formel la t = Null und s = 1 und Lii eine Struktur der Formel V mit 

V = Bindung, G = Bindung. e = 1 und G' = Oxy, Sulfanidyl, Imino Oder 
einen Rest der Formel VI mit U = Z 

Oder 

in Formel lb q = 1 oder q = r = Null und in F = V 1 - (A), - R 1 mit 
V 1 = V bedeuten, 

A und Q unabhangig voneinander den Rest einer naturlichen oder unnaturli- 
chen Aminosaure, bevorzugt aus der Reihe Glycin, Leucin, Histidin, Phenyla- 
lanin, Cystein, Lysin, Arginin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Prolin, Tetrah- 
ydroisochinolin-3-carbonsaure, Octahydroindol-2-carbonsaure, N-(2-Amino- 
ethyl)glycin bedeuten; 

Q° Hydroxy, OR', NH 2 , NHR" bedeutet mit 

FT = d-d 8 -Alky I und 

R" = d-Cis-Alkyl, Ci -Cis-Aminoalkyl, Ci -Ci8-Hydroxyalkyl; 

V wie oben definiert ist; 

V I eine Bindung oder V ist, wobei in F nur in Formet lb mit q = Null und r = 1 

V I immer fur eine Bindung steht; 
k Null bis 10 ist; 

I Null bis 10 ist; 

mit der MaBgabe, dafi 

a) falls in der Verbindung der Formel la t = Null und s = 1 sind, und LU = (V) - (G) - (G') mit V = 
Verbindung der Formel VI, G = C 2 -d 2 -Alkylen und G' = CO stehen, bedeutet in F* = - (Q), - R 1 I 
= Null bis 10 und R 1 = Q°; 

b) falls in der Verbindung der Formel la s = t = Null ist, steht Li 2 fur eine Bindung; 

c) falls in der Verbindung der Formel lb t = Null und s = 1 sind, steht Li 3 fur eine Bindung; 

d) falls in der Verbindung der Formel lb s = t = Null ist, steht U fur eine Bindung; 

wobei jedes Nucleotid in seiner D- bzw. L-Konfiguration vorliegen kann und sich die Base in a- oder $~ 
Stellung befinden kann. 

Polyamid-Oligonucleotid-Derivate der Formeln la und lb gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet t 
daB sich die Base in ^-Stellung befindet. 

Verfahren zur Herstellung von Polyamid-Oligonucleotid-Derivaten gemaB den Anspruchen 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet. daB man sukzessive eine PNA-Einheit bzw. DNA-Einheil mit jeweils einer 
Nucleobase an einen ehtsprechend derivatisierten Trager oder an eine wachsende Oligomerkette 
ankondensiert. 
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8. Polyamid-Oligonucleotid-Derivate gemaB den Anspruchen 1 bis 6 zur Anwendung als Heilmittel. 

9. Polyamid-Oligonucleotid-Derivate gemaB den Anspruchen 1 bis 6 zur Anwendung als Heilmittel bei der 
B handlung von Erkrankungen, die durch Viren hervorgerufen werd n Oder von Erkrankungen, die 

5 durch Integrine oder Zell-Zell-Adhasionsrezeptoren beeinfluBt werden, bei der Behandlung von Krebs 

Oder bet der Verhinderung der Restenose. 

10. Arzneimittel enthaltend ein Polyamid-Oligonucleotid-Derivat gemaB den Anspruchen 1 bis 6. 

io 11. Polyamid-Oligonucleotid-Derivate gemaB den Anpruchen 1 bis 6 zur Anwendung als Gensonde. 

12. Polyamid-Oligonucleotid-Derivate gemaB den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB sich 
an mindestens einem Endeeine Nucleosid-Einheit mit einer 3'-Hydroxygruppe befindet, zur. Anwen- 
dung als Primer. 

75 

13. Gensonden-Assay zur Bestimmung eines Oligo- bzw. eines Polynucleotid-Targets (RNA bzw. DNA), 
dadurch gekennzeichnet daB man eine Gensonde nach Anspruch 11 in einem homogenen oder 
heterogenen Assay einsetzt. 

20 14. Gensonden-Assay zur Bestimmung eines Oligo- bzw. eines Polynucleotid-Targets (RNA bzw. DNA), 
dadurch gekennzeichnet, daB man einen Primer nach Anspruch 12 einsetzt. 

15. Gensonden-Assay nach den Anspruchen 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, daB das Target durch 
Hybridisierung nach einer Targetamplifikation bestimmt wird. 
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(54) Polyamid-Oligonucleotid-Derivate, deren Herstellung und Verwendung 

(57) Es werden Polyamid-Oligonucleotid-Derivate 
der Forme! 


F[(DNA-Li) q (PNA-Li) r (DNA-Li) s (PNA)J X F 

beschrieben, worin q, r, s t t unabhSngig voneinander Null 
Oder 1 bedeuten, wobei die Summe zweier Oder mehr- 
erer benachbarter q, r, s und t & 2 sind; x 1 bis 20 ist; 
DNA fur eine NudeinsSure wie DNA oder RNA oder ein 
bekanntes Derivat derselben steht; U eine kovalente 
Verknupfung zwischen DNA und PNA ist, wobei die 
kovalente Verknupfung eine Bindung oder einen orga- 
nischen Rest mit mindestens einem Atom aus der Reihe 
C, N, O oder S beinhaltet; PNA eine Polyamidstruktur 
bedeutet, weiche mindestens eine Nucleobase enth&lt. 
die von Thymin verschieden ist; und F und F Endgrup- 
pen sind und/oder uber eine kovalente Bindung mitein- 
ander verbunden sind, sowie deren physiologisch 
vertragliche Salze, Verfahren zu ihrer Herstellung sowie 
deren Anwendung als Arzneimittel, als Gensonde und 
als Primer. 
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